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ABREVIATURAS 
ADCC 
CAA 
Citotoxicidade celular dependente de anticorpo 
Células apresentadoras de antígeno 
CD Cluster Definition 
cDNA DNA complementar 
CTL 
CTLA-4 
DC 
Linfócitos T Citotóxicos 
Antígeno 4 de linfócitos T citotóxicos 
Célula Dendrítica 
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 
FACS 
FGF 
GM-CSF 
HLA 
Citometria de fluxo 
Fator de crescimento fibroblástico 
Fator Estimulador de Colônias de Granulócitos e Monócitos 
Antígenos dos leucócitos humanos 
ICAM 
IFN-  
IL 
Molécula de adesão intercelular 
Interferon gama 
Interleucina 
IL-10KO Camundongos geneticamente deficientes (knockout) na 
expressão de interleucina 10 
IL-10Pe Região gênica referente à porção extracelular do receptor de 
interleucina 10 (sem o peptídeo sinal) 
IL-10R Receptor de interleucina 10 
IL-10RHo Região gênica referente à porção 3’ do receptor de 
interleucina 10 
IL-10RPe Porção extracelular do receptor de interleucina 10, contendo 
peptídeo sinal 
LPS Lipopolissacarídeo 
MHC Complexo de histocompatibilidade principal 
mRNA 
NK 
RNA mensageiro 
Natural killer  
NO Óxido nítrico 
pb Pares de base 
PBS Tampão fosfato salina 
pcDNA3-IL10RPe Plasmídeo pcDNA3 para expressão porção extracelular do 
receptor de interleucina 10 
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PCR Reação em cadeia da polimerase 
pIL-12 Plasmídeo de expressão de interleucina 12 
PMA Phorbol 12-myristate 13-acetato 
RT-PCR Reação de transcriptase reversa em cadeia 
siRNA 
SDS-PAGE 
Pequenos RNAs de interferência 
Eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de SDS 
TGF 
TNF-
VEGF 
Fator de transformação de crescimento 
Fator de necrose tumoral alfa 
Fator de crescimento vascular endotelial 
WT Selvagem (wild type) 
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Resumo 
 Citocinas do tipo 2 estão presentes em fases mais avançadas do 
desenvolvimento de diversos tumores humanos, funcionando em alguns 
casos como fatores prognósticos de neoplasias. O desenvolvimento do 
melanoma murino B16F10 está relacionado a um aumento na produção de 
IL-10 por células NK e linfócitos T CD4+ e uma diminuição acentuada na 
produção de IFN-  por essas células, nas fases mais avançadas da 
progressão tumoral.  
 Embora o modelo singeneico do melanoma murino B16F10-Nex2 
apresente baixa imunogenicidade in vivo, uma pequena porcentagem de 
camundongos C57Bl/6 são naturalmente resistentes ao desenvolvimento 
subcutâneo desse tumor, mesmo após mais de uma inoculação das células 
tumorais. Animais naturalmente resistentes produziram maiores 
concentrações de IFN-  e animais susceptíveis ao tumor produziram 
maiores concentrações de interleucinas anti-inflamatórias, IL-10 e IL-6. 
 Confirmando o papel imunoregulador negativo da IL-10 na resposta 
imune protetora natural desse modelo, camundongos geneticamente 
deficientes em IL-10 (IL-10KO) foram mais resistentes à implantação 
subcutânea de células B16F10-Nex2. Animais que resistiram à progressão 
tumoral produziram uma resposta protetora com perfil de citocinas do tipo 1 
(IFN-  e IL-12), e a proteção foi dependente de IFN- .  
Macrófagos e células dendríticas de animais IL-10KO após estímulo in 
vitro com antígenos do melanoma B16F10-Nex2 apresentaram maior 
produção de citocinas pró-inflamatórias (IFN- , TNF-  e IL-12) e uma maior 
expressão de marcadores de ativação celular (MHCII, CD40, CD80 e CD86). 
Com a transferência adotiva de células dendríticas IL-10KO, mas não IL-10 
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competentes, associadas a um lisado de células B16F10-Nex2, animais 
C57Bl/6 foram protegidos contra o desenvolvimento tumoral, sugerindo que 
células dendríticas que não expressam IL-10 sejam responsáveis pela 
indução da resposta protetora natural mais eficiente observada em animais 
IL-10KO. 
Tendo em vista o papel imunossupressor da IL-10 na resposta 
protetora induzida pelo melanoma B16F10-Nex2, foi construído um vetor 
plasmidial eucariótico contendo o mini-gene referente à porção extracelular 
do receptor da IL-10 murina, a ser utilizado em protocolos de terapia gênica 
para neutralização da IL-10 in vivo pela expressão de um receptor decoy da 
interleucina.  
Animais tratados com o plasmídeo recombinante apresentaram 
aumento na sobrevida, em um efeito dependente de IFN- e potencializado 
pela associação de uma terapia gênica adjuvante para produção de IL-12.  
Células dendríticas de animais C57Bl/6 foram transfectadas com esse 
plasmídeo recombinante, associadas a antígenos tumorais e transferidas 
adotivamente à animais C57Bl/6, que foram subsequentemente desafiados 
com células tumorais subcutaneamente. Essas células, que tiveram o IL-10 
neutralizado pelo receptor decoy, induziram resposta protetora 
significativamente mais eficiente que as células controle transfectadas com 
o plasmídeo vazio, sugerindo que essas células estejam envolvidas in vivo 
na indução da resposta protetora observada após a imunização com o 
plasmídeo recombinante e neutralização da IL-10 sistêmica. 
Concluímos que a terapia gênica desenvolvida foi eficaz na 
neutralização da IL-10 sistêmica, podendo ser aplicada como uma nova 
alternativa imunoterapêutica antitumoral. 
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Abstract 
 Type 2 cytokines are increased in late phases of several human 
tumors, and in some cases are considered prognostic factors for these 
neoplasias. Late development phases of murine melanoma B16F10 
correlate with an increased production of IL-10 by NK cells and CD4+ T 
lymphocytes, and also with a decreased production of IFN-  by these cells. 
 Syngeneic murine melanoma B16F10-Nex2 shows low 
immunogenicity in vivo, however, a small percentage of C57Bl/6 mice are 
naturally resistant to subcutaneous tumor development, even after several 
tumor cell inoculations. Naturally resistant animals produced higher 
concentrations of IFN-  and tumor susceptible animals produced higher 
concentrations of anti-inflammatory cytokines, IL-10 and IL-6. 
 The immunoregulatory role of IL-10 on the natural protective immune 
response induced in this model was confirmed by the increased resistance 
to tumor development observed in IL-10 genetically-deficient mice (IL-
10KO) subcutaneously inoculated with B16F10-Nex2 cells. A type 1 immune 
reponse (IFN-  and IL-12) was induced in resistant IL-10KO animals, and 
the protection was IFN- -dependent. 
 IL-10KO macrophages and dendritic cells stimulated in vitro with 
B16F10-Nex2 melanoma antigens secreted higher concentrations of pro-
inflammatory cytokines (IFN- , TNF-  e IL-12), and expressed an increased 
amount of surface activation markers (MHCII, CD40, CD80 e CD86). 
Adoptive transfer of IL-10KO dendritic cells, but not IL-10-competent cells, 
in association with tumor antigens, induced a protective response in 
C57Bl/6 mice, suggesting that IL-10-negative dendritic cells induce the 
efficient protective response observed in IL-10KO animals. 
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As IL-10 showed a clear immunosuppressive role on the natural 
protective response induced by B16F10-Nex2 cells, we constructed an 
eukaryotic plasmidial vector carrying the murine IL-10 receptor extracellular 
portion gene, to be used in gene therapy protocols for IL-10 neutralization 
in vivo by the expression of a decoy receptor. 
Recombinant plasmid-treated animals showed an IFN- -dependent 
increased survival, and this protective effect was augmented by the 
association with an adjuvant IL-12 gene therapy  
Dendritic cells from C57Bl/6 animals were transfected with 
recombinant plasmid, adoptively transferred to C57Bl/6 mice, and treated 
animals were challenged subcutaneously with B16F10-Nex2 tumor cells. 
Interleukin-10-neutralized dendritic cells induced a significantly increased 
survival, as compared to IL-10-containing dendritic cells, suggesting that 
dendritic cells induce the protective response observed in vivo after 
recombinant plasmid immunization and systemic IL-10 neutralization. 
We concluded that gene therapy using a plasmid expressing the IL-10 
receptor extracellular region was effective on systemic IL-10 neutralization, 
and this tool could be used as a novel antitumor immunotherapeutic 
alternative. 
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Introdução 
 
1. Melanoma, incidência e tratamento 
Atualmente, uma das grandes preocupações das agências mundiais 
de saúde é a alta incidência de casos de câncer na população. Os esforços 
estão centrados no diagnóstico precoce, possibilitando controle, tratamento 
e/ou retirada da neoplasia com melhores chances de sobrevida para o 
paciente.  
Um de cada três cânceres diagnosticados no mundo está localizado 
na pele, resultando em aproximadamente 3 milhões de novos casos 
relatados a cada ano (Organização Mundial da Saúde, 2009a). Dentre os 
vários tipos de câncer de pele, o melanoma é responsável por cerca de 130 
mil novos casos anuais. Apesar de ser o tipo de câncer de pele menos 
incidente, é o mais agressivo, com as maiores taxas de mortalidade 
(Organização Mundial da Saúde, 2009b).  
O principal fator de risco relacionado com o aparecimento da lesão 
primária cutânea do melanoma é a exposição prolongada à radiação 
ultravioleta solar. A exposição recreativa e o histórico de queimaduras 
provocadas pelo sol são geralmente relatados nos casos de melanoma 
(Organização Mundial da Saúde, 2009b). Mas, apesar da relativa facilidade 
de controle de exposição a esse fator de risco, a incidência mundial 
continua a crescer.  
Nas fases iniciais do melanoma, nas quais a neoplasia se apresenta 
em lesões primárias cutâneas superficiais, a retirada cirúrgica é realizada 
com sucesso. Porém, em fases mais avançadas, com o aparecimento de 
lesões cutâneas mais profundas, distantes e metástases, as abordagens 
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terapêuticas disponíveis não são efetivas. Nesse estágio, raros casos são 
tratados com sucesso, resultando em morte dos portadores da neoplasia. 
Geralmente, os tratamentos baseiam-se na utilização de quimio e/ou 
radioterapia. Mais recentemente, alguns componentes imunológicos como o 
interferon gama (IFN-  a interleucina 2 (IL-2) tem sido administrados como 
adjuvantes no tratamento bioquimioterápico do melanoma (Puré et al., 
2005). Esse tratamento adjuvante visa reverter o balanço pró-tumoral da 
resposta imune induzida, ativando células imunes protetoras em alguns 
pacientes, diminuindo as doses, e consequentemente, a alta toxicidade dos 
quimioterápicos. O melanoma é um dos tumores que melhor responde a 
tratamentos imunoterápicos.  
 
2. Mecanismos de escape tumoral 
Diversos fatores podem explicar uma resposta ineficaz dos 
tratamentos aplicados aos tumores. Dentre eles, podem ser destacados os 
mecanismos de resistência de células tumorais às drogas citotóxicas e aos 
componentes efetores do sistema imune. 
As células neoplásicas podem expressar em sua superfície antígenos 
tumorais (neo-antígenos, superexpressão de moléculas presentes em 
células normais, glicoproteínas com glicosilação aberrante, entre outros), 
que são capazes de gerar uma resposta imune específica antitumoral (Boon 
et al., 1996; Rosenberg 2001). No entanto, as células tumorais utilizam 
recursos que visam neutralizar as ações efetoras do sistema imune, 
mecanismo conhecido como Escape Imunológico.  
O reconhecimento de antígenos tumorais por células do sistema 
imune é evitado pela expressão diminuída ou até abolida de moléculas de 
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processamento TAP1 e de apresentação MHC de classe I pelas células 
tumorais (Maeurer et al., 1996) ou ainda por perda da expressão de 
antígenos imunodominantes, tornando-as pouco imunogênicas (Chapman, 
2007). As células neoplásicas podem ainda produzir citocinas e moléculas 
de superfície que desregulam diversos mecanismos, favorecendo o 
desenvolvimento tumoral. Alguns exemplos de mecanismos que podem ser 
alterados são: crescimento e proliferação das células tumorais, interações 
célula-célula, angiogênese e resposta imune efetora antitumoral (Redondo 
et al., 2003; Chapman, 2007; Polak et al., 2007). 
Um das estratégias que as células tumorais utilizam para modular o 
sistema imune é a secreção de interleucinas imunossupressoras, 
principalmente IL-10, IL-13 e TGF-  (Dunn et al., 2004). A ação destes 
mediadores pode, por exemplo, gerar células apresentadoras de antígenos 
com baixa capacidade de indução de resposta antitumoral, resultando em 
baixa proliferação, baixa citotoxicidade, maturação de células T reguladoras 
ou até em anergia clonal (Baumgartner et al., 2007; Ilkovitch & Lopez, 
2008). 
 
3. Resposta imune antitumoral 
A resposta imune antitumoral envolve diversos fatores da resposta 
imune inata e da resposta adaptativa. Entretanto, a resposta induzida 
contra um tumor em desenvolvimento está longe de ser efetiva, muitas 
vezes selecionando variantes celulares tumorais não mais susceptíveis aos 
fatores imunes antitumorais produzidos, efeito conhecido como 
Imunoedição (Dunn et al., 2004). 
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A resposta inata antitumoral é dependente de macrófagos, células 
NKT e NK.  
Em modelos experimentais, as células NK ativadas por IFN-  e IL-2, 
são importantes para a prevenção da disseminação e do aparecimento de 
metástases tumorais (Whiteside & Herberman, 1995). Estas células 
eliminam células tumorais opsonizadas por IgG específicas antitumorais 
devido à expressão de receptores para a porção Fc das imunoglobulinas 
(receptor Fc-III ou CD16). Por outro lado, células NK também podem 
favorecer o desenvolvimento tumoral, sendo que as células NK2, secretoras 
de interleucinas do tipo 2 (IL-10 e IL-4), foram fortemente associadas ao 
desenvolvimento tumoral (Wei et al., 2005). 
Células NKT, um linfócito CD1-restrito, são também implicadas em 
uma resposta antitumoral. Células NKT do tipo I (iNKT, que apresentam o 
receptor V 14 invariante), quando ativadas, influenciam funções de várias 
células, incluindo células dendríticas, células NK, células T CD4+ TH1 e 
células T CD8+ combatendo o tumor. De forma contrária, os linfócitos NKT 
do tipo II (que apresentam receptor não-V 14 heterogêneo) tem potencial 
capacidade de suprimir a resposta imune por variadas vias (Seino et al., 
2006). Foi demonstrado recentemente pelo nosso grupo que os 
glicoesfingolipídeos iGb3 (Gal -3Gal Glc Cer) e iGb4 (GalNAc 1-
3Gal -3Gal Glc Cer) presentes no tumor podem ativar in vitro 
células iNKT, quando apresentados por células dendríticas. A transferência 
passiva de células dendríticas ativadas in vitro com os glicoesfingolipideos 
eliminou o crescimento tumoral in vivo (Dias et al, 2009). 
Macrófagos também podem regular positiva ou negativamente a 
resposta antitumoral. Macrófagos adotivos podem facilitar a formação de 
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metástases (Gorelik et al., 1982, 1985), assim como macrófagos tumor-
associados (TAMs), podem induzir angiogênese, produzindo também 
estroma e fatores estimulantes ao crescimento do tumor (Hussein, 2006). 
Por outro lado, alguns modelos mostram que essas células, quando 
devidamente ativadas, produzem fatores como IFN- , TNF- , óxido nítrico 
(NO) e intermediários reativos de oxigênio (ROI), os quais possuem alta 
atividade antitumoral (Tendler et al., 2001). Um mecanismo pró-tumoral de 
fusão entre células tumorais e TAMs foi proposto e já observado em 
diversos modelos tumorais experimentais, além de dois casos em humanos 
(Pawelek et al., 2006). 
O desenvolvimento da imunologia tem revelado o papel crucial das 
células dendríticas na geração da resposta imune protetora contra doenças 
infecciosas e tumores (Steinman & Banchereau, 2007), dada a sua 
capacidade de fazer o elo entre a resposta imune inata e a adaptativa, 
podendo ativar células T e B naïves (Banchereau & Steinman, 1998).  
Por meio de moléculas coestimuladoras e da produção de mediadores 
solúveis, as células dendríticas são capazes de gerar células efetoras em 
uma resposta antitumoral. Porém, por si só, a presença destas células no 
microambiente ou na periferia tumoral não é indicadora de resposta efetiva, 
pois geralmente nesse microambiente elas são funcionalmente deficientes 
(Gottfrieda et al., 2008). 
A resposta imune adaptativa efetiva contra tumores sólidos é 
geralmente relacionada ao desenvolvimento de uma reposta do tipo 1, com 
produção de IFN-  e IL-12, enquanto a progressão tumoral é acompanhada 
por resposta do tipo 2, com produção de IL-4, IL-10 e IL-13 (Kawakami et 
al., 1994;  Zitvogel et al., 1996; Mosmann & Sad, 1996; Tsung et al., 1997; 
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Aruga et al., 1997; Lowes et al., 1997; Winter et al., 2003;  Wei et al., 
2005). 
Os linfócitos B podem ser ativados e produzir anticorpos tumor-
específicos, responsáveis por mecanismos de lise complemento-
dependentes ou mediadores de reações de ADCC (dependente de células NK 
e macrófagos). No entanto, a participação dos linfócitos B na resposta 
antitumoral ainda não está totalmente esclarecida. Inoue et al (2006) 
demonstraram que a ausência dessas células in vitro ou in vivo pode 
aumentar a atividade citotóxica contra alguns tumores, pelo decréscimo da 
produção de IL-10 resultante da presença de antígenos tumorais. E ainda, a 
presença da subpopulação B-1, que secreta IL-10, é correlacionada com a 
ocorrência de metástases em melanoma experimental e humano (Staquicini 
et al., 2008). 
Em geral, células T CD4+ helper não apresentam citotoxicidade direta 
para os tumores, mas quando as células do tipo TH1 são ativadas podem 
liberar TNF-  e IFN- , aumentando a expressão de moléculas de MHC classe 
I e a sensibilidade à lise por CTLs das células tumorais (Abbas et al., 2000). 
Além disso, o IFN-  produzido pode apresentar uma ação direta sobre as 
células tumorais (Rodrigues e Travassos, 2003). Por outro lado, as células T 
CD4+ podem, por exemplo, secretar citocinas imunossupressoras e inibir 
proliferação de linfócitos T, comprometendo a efetividade da resposta 
antitumoral (Vence et al., 2007). 
As células T CD8  citotóxicas (CTLs) são as mais frequentemente 
citadas como principais efetoras da resposta imune específica antitumoral 
(Leitch et al., 2004; Zhang & Huang, 2008), embora, dependendo do 
modelo estudado, as outras populações celulares do sistema imune tenham 
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participação importante na eliminação das células tumorais. Os protocolos 
de vacinação antitumoral utilizados até o momento tem como objetivo a 
indução desta subpopulação celular, mas, tanto a possibilidade de indução 
como a capacidade efetora é muito variada entre os pacientes.  
As CTLs derivadas de linfócitos infiltrantes tumorais, expandidas in 
vitro e transferidas adotivamente, conseguem melhorar a resposta 
antitumoral em humanos após linfo-depleção quimioterápica (Rosenberg & 
Dudley, 2004). Foi mostrado também que, após transferência autóloga de 
linfócitos T periféricos geneticamente modificados com vetor retroviral 
contendo genes de TCRs reativos com 4 antígenos associados ao tumor 
(TAA), altos níveis destes linfócitos circulantes foram detectados 1 ano após 
o procedimento, com alguns pacientes demonstrando regressão objetiva de 
lesões metastáticas de melanoma (Morgan et el, 2006). 
Vários estudos demonstraram que a presença linfócitos tumor-
infiltrantes pode ser relacionada a um melhor prognóstico, porém nem 
sempre isso é verdadeiro, e a qualidade mais do que a quantidade dessas 
células parece ser determinante de respostas mais efetivas (Yu & Fu, 2006).  
 
4. Interleucinas e o ambiente tumoral imunossupressor  
Enquanto pacientes normais e responsivos a terapias apresentam 
uma produção de citocinas do tipo 1 (Winter et al., 2003  e Shultz et al., 
2004), portadores de melanoma avançado mostram um claro perfil de 
citocinas do tipo 2 (Lauerova et al., 2002), com altos títulos de IL-10 
(Redondo et al., 2003). 
Embora seja possível induzir uma resposta específica ao tumor por 
meio de vacinações com antígenos tumor-específicos, principalmente 
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constituída por linfócitos B, T CD8+ e T CD4+, processos reguladores 
fisiológicos que protegem o organismo contra a autoimunidade e a 
hiperinflamação podem agir no microambiente tumoral e serem 
responsáveis por facilitar o escape e a progressão tumoral.  
A rejeição de células tumorais in vitro já foi associada à presença de 
IL-1  (Saito et al., 1995), IL-2 (Wojtowicz Praga et al., 1996), IL-4 (Blaya 
et al., 1996), IL-10 (Gerard et al., 1996), IL-12 (Teicher et al., 1996), GM-
CSF (Sampson et al., 1996), TNF-  (Saito et al., 1995), e IFN-  (Rodrigues 
& Travassos, 2003). A administração de algumas destas citocinas em 
protocolos clínicos é uma estratégia que vem sendo explorada (Kim-Schulze 
et al., 2007), porém nem sempre essa estratégia é bem sucedida, gerando 
em alguns casos efeitos não desejados e até respostas deletérias (Pawelec, 
2004; Ascierto et al., 2006). Estas evidências mostram uma complexidade 
na geração de uma resposta efetora, possivelmente pela interferência de 
outros fatores que favorecem a progressão tumoral.  
É importante ressaltar que fatores classicamente antitumorais, em 
diferentes condições, podem se mostrar ineficazes ou até mesmo pró-
tumorigênicos. Alguns desses fatores se destacam, como por exemplo, IL-2 
(também pró-apoptótico para células T ativadas), IFN-  (pela indução de 
ligantes inibitórios para células T e NK), inibição da angiogênese (pela 
indução de fatores de crescimento promotores de metástase mediada por 
hipóxia) e citotoxicidade mediada por radicais livres liberados por 
macrófagos (inibitórios para células T) (Pawelec, 2003). 
O tumor é capaz de induzir, direta ou indiretamente, células T 
reguladoras (principalmente com o fenótipo CD4+CD25+), que bloqueiam a 
ativação de uma resposta imune efetora (Yu & Fu, 2006). Essas células 
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induzem anergia via contato (através da ligação do CTLA-4) ou secreção de 
fatores solúveis (IL-10 e TGF- ) (Knutson et al., 2007), afetando 
principalmente os linfócitos citotóxicos específicos contra as células 
tumorais (Schuster et al., 2006). 
As interleucinas imunossupressoras foram implicadas como 
responsáveis pelo desenvolvimento tumoral em vários modelos animais e 
em tumores humanos, agindo tanto como fatores de crescimento autócrino 
como moduladores negativos na resposta imune antitumoral induzida no 
hospedeiro. Dentre as interleucinas imunossupressoras destacam-se a IL-
10, o TGF-  e a IL-13 (Terabe et al., 2000; Monti et al., 2004; Hussein, 
2005; Park et al., 2005), geralmente presentes durante uma resposta 
imunológica do tipo 2. 
Utilizando-se plasmídeo de expressão eucariótica ou mesmo a 
proteína recombinante referente à porção de ligação de receptores de 
interleucinas foram geradas respostas funcionais, como as de redução da 
concentração do ligante livre. Foram descritos receptores decoys para 
quimiocinas, para a IL-1, no sistema IL-1/IL-1RI, para a família dos 
receptores de TNF e para a IL-22 no sistema IL-22/IL-10R -IL-22R  
(Mantovani et al., 2001).  
Nosso grupo demonstrou recentemente que a neutralização in vivo da 
IL-13 por terapia gênica, utilizando uma quimera formada pela cadeia 2 de 
alta afinidade do receptor de IL-13 e pela porção Fc de uma IgG murina 
expressa em um plasmideo eucariótico, que funcionou como um receptor 
decoy in vivo, foi capaz de retardar o desenvolvimento do melanoma 
murino B16F10-Nex2, proteção potencializada por concomitante terapia 
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gênica com IL-12 e quimioterapia com um composto ciclopaladado 
(Hebeler-Barbosa et al., 2008).  
A ligação de interleucinas com receptores decoy também já foi 
utilizada para neutralizar outras citocinas imunossupressoras. Em terapia 
gênica utilizando quimera constituída do domínio extrcelular do receptor 
tipo II do TGF-  associado à porção Fc de IgG humana no modelo de tumor 
E.G7 (células de linfoma murino EL-4 transfectadas com ovalbumina) foi 
possível alcançar 70% de proteção nos camundongos tratados (Kontani et 
al., 2006). Utilizando-se a porção extracelular recombinante solúvel da 
cadeia  do receptor de IL-10 em culturas in vitro de células dendríticas 
ativadas com IFN- , observou-se um aumento nos níveis de IL-12 
produzida por essas células (Svane et al., 2006). Esses resultados mostram 
que este tipo de abordagem pode levar à neutralização de citocinas 
imuossupressoras e à modulação eficaz de respostas protetoras 
antitumorais. 
 
5. A Interleucina 10 (IL-10) e seu papel na resposta antitumoral 
Fiorentino et al (1989) foram os primeiros a descrever uma citocina 
que era produzida por clones de células T helper 2 (TH2) e que inibiu a 
síntese de IFN-  produzida por clones TH1. Essa citocina, a IL-10, é 
principalmente produzida por macrófagos, mas também pode ser produzida 
por uma grande variedade de tipos celulares, incluindo células T, células B, 
monócitos, queratinócitos, células tumorais e também por células 
dendríticas, sendo sua principal ação a regulação negativa da resposta 
imune pró-inflamatória (Wolk et al., 2002). 
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Estudos demonstraram que os efeitos imunossupressores da IL-10 
são frequentemente relacionados com sua ação sobre CAAs e células T, 
regulando negativamente a produção de IFN-  e IL-2. IL-10 também inibe a 
expressão de algumas citocinas por monócitos e macrófagos, por exemplo, 
IL-1 , IL-1 , IL-6, IL-8, IL-12, TNF- , GM-CSF, G-CSF, reativos 
intermediários de oxigênio (de Waal Malefyt et al., 1991; Bogdan et al., 
1991; Fiorentino et al., 1991; D'Andrea et al., 1993), moléculas de MHC 
classe I, moléculas B7, e ICAM-1 (Matsuda et al., 1994).  
A ação autócrina da IL-10 pode induzir anergia antígeno-específica 
em células T em várias situações, como em exposição natural a antígenos, 
em imunoterapia específica e em diversos estados patológicos humanos e 
murinos (Akdis et al., 1996; Akdis & Blaser, 1999; Enk et al., 1994; Bacetta 
et al., 1994; Becker et al., 1994).  
Um importante papel da IL-10 é sua ação inibitória na maturação e 
na função de DCs (células dendríticas), podendo diminuir a expressão de 
moléculas CD1 (a, b, c e d) (Gerlini et al., 2004), de moléculas 
apresentadoras de antígenos MHC classe II, de moléculas de ativação CD40 
e de moléculas coestimuladoras CD80 e CD86 (McBride et al., 2002; He et 
al., 2005). Além disso, na presença de IL-10, também foi mostrada uma 
menor produção de IL-12 e IFN- diminuindo a capacidade de geração de 
reposta protetora do tipo 1 (He et al., 2005; Corinti et al., 2001; Igietseme 
et al., 2000; Chhabra et al., 2008). 
Células dendríticas sob influência de IL-10 podem induzir 
imunossupressão em células CD8+ (Munn et al., 2002; Taylor et al., 1991) e 
processos de tolerância periférica, originando células T anérgicas 
(Steinbrink et al., 2002; Steinman et al., 2003), além de diminuir a rejeição 
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de enxertos (Li et al., 2006). As células T reguladoras geradas nesse 
processo diminuem a atividade antitumoral de CTLs e de células NK por 
meio de interações célula-célula ou pela secreção de IL-10 e TGF- , 
podendo ser utilizadas como ferramenta imunoterápica em processos 
alérgicos ou auto-imunes (Seo et al.,1999, Fickenscher et al.,2002, Levings 
et al.,2002). 
Apesar do potencial de utilização de células dendríticas para a 
indução de uma reposta antitumoral (Fields et al., 1998; Zhang & Huang, 
2008), estas células podem facilitar o desenvolvimento de uma resposta 
não-protetora do tipo 2 (McCarter et al. 2005). O ambiente supressor 
existente durante o desenvolvimento tumoral pode explicar falhas no 
combate ao tumor, inclusive em protocolos terapêuticos utilizando células 
dendríticas pulsadas com diversas preparações de antígenos e 
administradas em diferentes vias, tanto em modelos animais quanto em 
protocolos clínicos (Nestle et al., 2005; Lesterhuis et al., 2008) 
Alguns grupos mostraram que a presença ou ausência da IL-10 pode 
ser explorada para a modulação de células dendríticas usadas em diversos 
tipos de vacinação.  
Em um modelo experimental de miocardite autoimune, a vacinação 
com células dendríticas transfectadas com o gene da IL-10 e antígenos 
específicos propiciou função cardíaca melhorada e menor infiltrado 
inflamatório no miocárdio, caracterizados por maior presença de citocinas 
do tipo 2 em relação a citocinas do tipo 1 (Yang et al., 2006). 
Células dendríticas geneticamente deficientes para IL-10 foram 
utilizadas em protocolos de vacinação in vivo contra infecções bacterianas 
(Igietseme et al., 2000) e células tumorais (Chen et al., 2007). Células 
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dendríticas que tiveram a produção de IL-10 silenciada por oligonucleotídeo 
antisense produziram mais IL-12 e geraram in vitro CTLs contra o epítopo 
associado ao melanoma humano (MART-1) que apresentaram uma melhor 
resposta citotóxica antígeno-específica (Chhabra et al., 2008).  
No final de 2006, antes da publicação do artigo de Chen et al (2007), 
esse grupo depositou uma patente abordando a utilização de células 
dendríticas modificadas geneticamente (com siRNA, RNA antisense, DNA 
antisense, microRNA ou ainda com ácidos nucleicos com atividade 
enzimática que tem como alvo o mRNA codificante do gene de interesse) 
visando o bloqueio ou menor expressão de citocinas imunossupressoras que 
incluem, mas não se limitam a, IL-10, TGF- , IL-27, IL-35 e suas 
combinações, e também de agentes tolerogênicos incluindo, mas não se 
restringindo, à enzima indoleamine-2, 3-dioxigenase (IDO). Métodos 
imunoterápicos baseados em células dendríticas abordando bloqueio da 
atividade da IL-10 também foram incluídos (Huang et al., 2006, Patente 
USPTO). 
A IL-10 pode também apresentar um efeito pró-tumoral direto, 
atuando como fator de crescimento para células tumorais e também 
diminuindo a expressão de moléculas de HLA na superfície das células 
tumorais, eliminando a atividade dos linfócitos T citotóxicos CD8+ (Yue et 
al., 1997). 
Foi demonstrado que em pacientes com melanoma metastático, o 
nível de IL-10 sérico está aumentado, assim como os níveis de -FGF, TGF-
 e VEGF (Redondo et al., 2003), com menores quantidades sendo 
detectadas em pacientes com lesões primárias e localizadas (Gerlini et al., 
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2004). Os altos níveis de IL-10 sérico demonstraram forte correlação com a 
sobrevida reduzida dos pacientes (Nemunaitis et al., 2001). 
Por outro lado, embora a atividade imunossupressora da IL-10 tenha 
sido observada na maioria dos estudos experimentais e clínicos, foi 
demonstrado que a produção de IL-10 por linfócitos T reguladores 
(CD4+CD25+) foi capaz de reduzir a carcinogênese mediada por reação 
inflamatória em cólon intestinal murino (Erdman et al., 2003), corroborando 
a complexa relação entre o desenvolvimento tumoral e resposta imune do 
indivíduo. 
No modelo experimental de melanoma murino B16, células tumorais 
foram transfectadas com o gene da IL-10 murina e foi observado um 
aumento no crescimento tumoral por estímulo da proliferação de células 
tumorais, aumento da angiogênese e imunossupressão (Garcia-Hernandez 
et al., 2002).  
Em tumores no início do crescimento do melanoma B16, a IL-10 
produzida por células T reguladoras infiltrantes de fenótipo TH3 ou Tr1 
autocrinamente induz a produção de TGF- , o que reduz o número de CTLs, 
levando ao crescimento tumoral acentuado (Seo et al., 2001).  
Contrariamente, ainda no melanoma murino B16, a IL-10 pode 
apresentar efeitos inibitórios do crescimento tumoral.  
Células B16F10 transfectadas com o gene da IL-10 murina 
apresentaram menor crescimento in vivo que células não transfectadas, 
efeito dependente da quantidade de interleucina secretada pelas células 
tumorais. O mecanismo envolvido nesse efeito não foi investigado (Walos et 
al., 1999). Foi também demonstrado que células B16F1 transfectadas com 
vetor viral contendo o gene da IL-10 perdem a tumorigenicidade, efeito 
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dependente de linfócitos T CD8+ e células NK. Animais inoculados com essas 
células se tornam protegidos contra um desafio com células parentais não 
transfectadas, sugerindo a indução de uma resposta vacinal protetora 
(Gerard et al., 1996). O tratamento de animais com a proteína IL-10 pode 
induzir uma resposta protetora anti-metastática dependente de células NK 
(Zheng et al., 1996). 
À medida que o melanoma murino B16 se desenvolve no tecido 
subcutâneo, há um acréscimo na expressão de IL-10 e um decréscimo na 
produção de IFN- por esplenócitos. A produção de IL-10, produzida por 
células NK e linfócitos T CD4+, foi inversamente proporcional ao 
desenvolvimento tumoral (Wei et al., 2005). Estes resultados sugerem uma 
polarização para um perfil de citocinas do tipo 2 durante a evolução 
tumoral, na qual a resposta protetora (do tipo 1) estaria comprometida.  
O efeito imunossupressor da IL-10 foi demonstrado em outros 
modelos tumorais. A secreção de IL-10 por CD4+ infiltrantes do tumor 
estimula a expressão da molécula inibitória CTLA-4, causando a inibição da 
secreção de IFN-  e promovendo o desenvolvimento do tumor em um 
modelo de mieloma murino. O bloqueio de CTLA-4 reverteu esse efeito 
(Jovasevic et al., 2004). Da mesma forma, o bloqueio de IL-10 produzido 
pelas células tumorais com anticorpos monoclonais específicos, utilizado 
como adjuvante no tratamento com OK-432 (Picibanil®, uma mistura da 
cepa Su de baixa virulência do Streptococcus pyogenes grupo A que perdeu 
a capacidade de produzir estreptolisina S, e de Penicilina G potássica) 
aumentou a sobrevida de camundongos inoculados com células de câncer 
de mama, pelo aumento na população de células TH1 (Hihara et al., 1999). 
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A função fisiológica da IL-10 está relacionada, sobretudo, com a 
regulação e o término de respostas inflamatórias, juntamente com o 
controle de diferenciação e proliferação de células T, B, apresentadoras de 
antígenos, mastócitos e granulócitos. Ela pode inibir a produção e ação de 
uma variedade de citocinas pro-inflamatórias, como IL-2, IFN- , TNF- , IL-
1, IL-6, e IL-12 (Moore et al., 1993, de Waal Malefyt et al., 1991), inibindo 
a reposta imune mediada por células e concomitantemente fortalecendo a 
resposta imune humoral não protetora dependente das interleucinas anti-
inflamatórias IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (Jones et al., 2002). 
O receptor de IL-10 (IL-10R) é um componente da classe II (receptor 
de interferon (IFNR)-like) da família dos receptores de citocinas 
compreendendo uma região extracelular de 215 aminoácidos organizados 
em dois domínios de ligação, uma região transmembrana de 25 
aminoácidos, e uma região intracelular de 317 aminoácidos (Ward et al., 
2001).  
O complexo sinalizador IL-10R é constituído de 2 cadeias, IL-10R1 e 
IL-10R2. A formação do complexo ternário ocorre em dois passos: 
inicialmente, IL-10 dimérica se liga com alta afinidade às duas cadeias IL-
10R1 e subseqüentemente, duas cadeias IL-10R2 são ligadas com baixa 
afinidade ao complexo binário formado. Em seguida, há a fosforilação da 
tirosina pelas JAK quinases (JAK1 e TYK2) e ativação de fatores de 
transcrição Stat 1 e Stat 3 (Krause et al., 2006). A ligação do receptor com 
a molécula de interleucina se dá através da cadeia IL-10R1, e a cadeia 
IL10R2 não possui afinidade de ligação à IL-10 (Logsdon et al., 2002). As 
citocinas da família da IL-10 utilizam a cadeia IL-10R2 em seus receptores 
(Donnely et al., 2004).  
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A expressão da IL-10R1 na membrana celular modula a ação da 
interleucina circulante sobre a célula (Ward et al., 2001; Corinti et al., 
2001) e a expressão da porção extracelular do IL-10R1 recombinante é 
capaz se complexar a IL-10 (Pletnev et al., 2005), deslocar a citocina do 
receptor celular e consequentemente diminuir suas ações sobre a célula, 
agindo como um receptor decoy (Tan et al., 1995; Svane et al., 2006).  
Recombinantes humanos dessa interleucina estão sendo usados 
clinicamente para minimizar os danos de várias doenças inflamatórias, 
como psoríase, artrite reumatóide e hepatite C crônica (Asadullah et al., 
2003; O'Garra et al., 2008).   
Mas também metodologias que visam o bloqueio da interação da IL-
10 com seu receptor celular para diminuir a imunossupressão causada por 
esse mediador, estimulando assim respostas imunes efetoras em modelos 
experimentais, vem sendo estudadas. Essa interação interleucina-receptor 
já foi bloqueada com sucesso utilizando-se anticorpos monoclonais anti-IL-
10 em alguns sistemas: na prevenção e reversão da desativação de 
monócitos humanos causada por células tumorais in vitro (Baj-Krzyworzeka 
et al., 2004), na utilização in vivo em camundongos para terapia contra 
infecções de Salmonella (Arai et al., 1995), na indução de imunidade estéril 
na infecção por Leishmania major (Belkaid et al., 2001). 
Alternativamente, foram utilizados anticorpos monoclonais dirigidos 
contra o receptor da IL-10 na neutralização do efeito da interleucina em 
outros sistemas: como adjuvante na vacinação ou tratamento de 
Mycobacterium avium (Silva et al., 2001), como elemento fundamental 
juntamente com LPS na geração de resposta TH1 específica após vacinação 
com OVA (Castro et al., 2000), como terapia indispensável para induzir 
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memória imune antitumoral em modelos de melanoma, carcinoma de cólon, 
mastocitoma, carcinoma de pulmão e carcinoma mamário (Vicari et al., 
2002), em terapia combinada com oligonucleotídeos contendo ilhas CpG 
(Brignole et al., 2009). 
Apesar da utilização de anticorpos monoclonais em modelos 
experimentais ser relativamente simples, a utilização clínica de anticorpos 
apresenta alguns obstáculos. O primeiro e mais importante deles é a 
necessidade da “humanização” dos anticorpos, onde a porção constante Fc 
das imunoglobulinas murinas são substituídas por porções Fc humanas, 
para a retirada de possíveis antígenos da molécula produzida em sistemas 
murinos. Esses procedimentos são complexos, gerando altíssimos custos de 
produção e consequentemente dos tratamentos baseados na administração 
desses anticorpos humanizados. Por estas razões, existe a necessidade de 
desenvolvimento de terapias alternativas. 
Com o objetivo de neutralizar a IL-10 com métodos alternativos, 
recentemente Terai e colaboradores (2009) construíram um vetor plasmidial 
contendo uma proteína quimérica formada pela porção Fc de IgG1 humana 
associada ao domínio extracelular do receptor 1 de IL-10 humano 
(denominada imunoadesina). Células de melanoma humano transfectadas 
com esse vetor expressam a imunoadesina in vitro, que eficientemente 
capturou e neutralizou a atividade biológica da IL-10 endógena produzida 
por células tumorais e também da IL-10 adicionada exógenamente ao 
sistema. 
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Objetivos  
 
 Proposição de uma ferramenta terapêutica para o melanoma murino 
B16F10-Nex2, baseado na neutralização da interleucina 10 circulante em 
animais desenvolvendo tumores subcutâneos, utilizando-se a região 
extracelular da cadeia 1 de seu receptor codificada por um plasmídeo de 
expressão eucariótica. 
 
Objetivos Específicos 
1. Identificar interleucinas pró- e anti-inflamatórias produzidas por 
animais C57Bl/6 selvagens e animais geneticamente deficientes em IL-10 
(IL-10KO) que naturalmente rejeitam ou permitem o desenvolvimento do 
melanoma murino B16F10-Nex2. 
2. Identificar mediadores de proteção contra o melanoma murino 
B16F10-Nex2 em animais IL-10KO. 
3. Clonagem da porção extracelular da cadeia R1 do receptor murino 
da IL-10 em vetor de expressão eucariótica para expressão da proteína 
recombinante in vivo, que deve funcionar como um receptor decoy para a 
IL-10 sistemicamente.  
4. Estabelecer protocolo de terapia gênica no modelo de melanoma 
murino B16F10Nex2 com o vetor construído para verificar o efeito desta 
nova ferramenta de neutralização da IL-10 na resposta antitumoral em 
animais C57Bl/6.  
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Materiais e Métodos 
1- Cultura de células 
1.1- B16F10-Nex2 
A linhagem celular de melanoma murino B16F10 é singeneica a 
camundongos C57Bl/6 (Fidler, 1975) e foi originalmente obtida no Instituto 
Ludwig de Pesquisas contra o Câncer - São Paulo.  Na Unidade de Oncologia 
Experimental (UNONEX), a partir dessa linhagem foram isoladas por diluição 
limitante sublinhagens com diferentes fenótipos. A sublinhagem melanótica 
Nex2 (B16F10-Nex2) caracteriza-se por apresentar baixa imunogenicidade 
e moderada virulência, e é a que mais se assemelha à linhagem original 
B16F10. Forma tumores subcutâneos letais, sem metástases naturais para 
o pulmão, a não ser que seja injetada por via endovenosa.  
As células foram cultivadas em meio RPMI-1640 suplementado com 
10 mM de N-2-hydroxyethylpiperazine-N2 ethanesulphonic acid (HEPES), 
24 mM de bicarbonato de sódio, 40 mg/mL de gentamicina e 10% de soro 
fetal bovino (SFB, Invitrogen, USA), pH 7,4 (RPMI completo). Para repique 
das células, estas foram previamente lavadas com PBS (140 mM NaCl, 2,7 
mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH 7,4), e foi utilizado PBS/EDTA 
(PBS com 0,02% de EDTA),  para desaderir as células dos frascos de 
cultura. As culturas foram mantidas em estufa a 37ºC e 5% de CO2. Os 
reagentes foram adquiridos da Sigma, USA.   
Para determinação do número de células viáveis, foi utilizado o 
corante de exclusão Tripan Blue (GIBCO BRL) e a contagem foi realizada em 
câmara de Neubauer. 
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1.2- Macrófagos peritoneais 
Para recrutamento de macrófagos na cavidade peritoneal, 2 mL de 
Tioglicolato de Sódio 2% (Oxoid, USA) foram injetados intraperitonealmente 
em camundongos C57Bl/6. Após cinco dias, os animais foram sacrificados e 
a cavidade peritoneal lavada delicadamente com 3 mL de PBS gelado. A 
suspensão celular recuperada do peritônio foi submetida à centrifugação por 
5 minutos a 1.500 rpm, ressuspendida em meio RPMI completo e colocada 
em placa de Petri própria para cultivo celular (Corning, USA). Após 18h em 
estufa a 37ºC, as células aderentes foram utilizadas nos experimentos 
subsequentes. Os macrófagos foram coletados após incubação da placa de 
Petri a 4oC em PBS por cerca de 30 minutos.  
 
1.3- Macrófagos derivados de progenitores da medula óssea 
Para obtenção de macrófagos maturados a partir de precursores de 
medula óssea, camundongos C57Bl/6 foram sacrificados, seus fêmures 
foram retirados e lavados em álcool 70%, álcool iodado e PBS. As epífises 
foram cortadas assepticamente e as células de medula obtidas por lavagem 
da peça óssea com 10 mL de Meio de Diferenciação de Macrófagos (RPMI 
suplementado com 30% de sobrenadante de fibroblastos L929, 20% de 
SFB, 100 U/ml de penicilina e 100 g/ml de estreptomicina), segundo 
protocolo previamente descrito (Boltz-Nitulescu et al., 1987). A suspensão 
celular foi colocada em placa de Petri própria para culturas de células 
(Corning, USA) e incubada em estufa a 37ºC. Após quatro dias foram 
acrescentados 10 mL de Meio de Diferenciação de Macrófagos e no sétimo 
dia, as células aderentes foram utilizadas. 
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1.4- Células dendríticas derivadas de progenitores da medula óssea 
As células dendríticas maturadas a partir de precursores da medula 
óssea foram obtidas conforme protocolo descrito no item 1.3 para 
obtenção de macrófagos, porém o meio para diferenciação utilizado foi 
RPMI suplementado com 10% SFB, 10ng/mL de IL-4 murina e 30ng/mL de 
GM-CSF murina (modificado de Inaba et al., 1992). Ambas as citocinas 
foram adquiridas da Peprotech (México). Após 7 dias, as células não 
aderentes foram coletadas e uilizadas em experimentos. 
 
1.5- Esplenócitos 
Para obtenção de esplenócitos, camundongos foram sacrificados e 
seus baços foram removidos. O baço foi delicadamente macerado e após 
separação da cápsula, a suspensão celular foi homogeneizada em meio 
RPMI completo. As hemácias foram lisadas em tampão de lise (150 mM de 
NH4Cl, 10 mM de NaHCO3 e 57 M de EDTA) e os esplenócitos lavados 3 
vezes com meio de cultura. Na última lavagem, as células foram 
ressuspendidas para cultivo em meio RPMI suplementado com 10% de SFB, 
vitaminas (Mem vitamin), 200 M de L-glutamina, 100 M de aminoácidos 
essenciais e não-essenciais, 1 mM de piruvato de sódio, 100 g/mL de 
estreptomicina, 100 unidades/mL de penicilina e 50 M de -
mercaptoetanol. Todos os reagentes são da marca GIBCO, USA. 
 
2- Análise de proliferação celular  
Para quantificar a proliferação de células B16F10-Nex2 frente a IL-10 
ou na presença de anticorpo neutralizante da IL-10 (clone 2A5), foi 
utilizando o reagente MTT (3-(4,5- dimethyl 2- thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-
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tetrazolium bromide) (Sigma). Em placa de 96 poços, 5x103 células foram 
cultivadas em 200 L de meio de cultura. Após aderência das células, foram 
adicionados IL-10 murina recombinante (mrIL-10, Peprotech) e/ou 
anticorpo monoclonal anti-IL-10 murina purificado do clone 2A5 (Banco de 
Células do Rio de Janeiro, BCRJ, ambos nas concentrações de 100, 10, 1 ou 
0,1 g/mL.  
Após 48 horas, foram adicionados 20 L de reagente MTT (5 mg/mL 
em PBS) e a placa foi incubada por 3h em estufa a 37oC e 5% de CO2. A 
solubilização dos cristais foi feita com 100 L de solução 10% de SDS em 
0,01 M HCl e após 16h, a reação colorimétrica foi quantificada em leitor de 
microplacas com filtro de 570 nm. 
 
3- Preparação de lisado de células B16F10-Nex2 
 Células B16F10-Nex2 cultivadas in vitro foram coletadas, 
centrifugadas e ressuspendidas em meio RPMI completo na concentração de 
5x106 células/mL. Em seguida, foram submetidas à sonicação a 40Hz  (5 
ciclos de 12s), com a amostra sendo mantida em gelo. A eficiência da lise 
foi determinada por observação em microscópio. Para esterilização do 
lisado, as amostras receberam 600 Gy de radiação gama e foram estocadas 
a -80 ºC. 
 
4- Análise de moléculas de superfície e interleucinas intracelulares 
por citometria de fluxo (FACS) 
 A técnica de citometria de fluxo foi utilizada para identificação de 
proteínas de superfície (CD40, CD80, CD86, MHCII e MHCI) e citocinas 
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intracelulares (IFN-  e IL-10), e foram utilizados anticorpos conjugados a 
fluoróforos (FITC ou PE) ou biotinilados (PharMingen). 
Células dendríticas derivadas de medula óssea (5x105) foram 
cultivadas em placa de 24 poços em 500 L de RPMI completo e 
estimuladas por 24 ou 48h com 100 U/mL de IFN-  murino recombinante 
(mrIFN , Peprotech) e lisado equivalente a 104 células B16F10-Nex2.  
Esplenócitos (2x10 células  foram cultivados em placas de 6 poços na 
presença de 10 ng/mL de PMA, 3 M de ionomicina e 2 g/ml de brefeldina 
(Sigma) por 4h. 
 Para identificação dos marcadores de superfície, 1x106 células 
ativadas foram coletadas em tubos cônicos de 1,5 mL, lavadas com PBS 
contendo 1% de BSA (PBS-BSA), centrifugadas a 2.000 rpm por 5 minutos 
e o sobrenadante foi descartado. As células foram ressuspendidas em 20 L 
de anticorpo específico conjugado a fluoróforo diluído 1:100 em PBS-BSA. 
Após 1 hora de incubação protegidas da luz, as células foram novamente 
centrifugadas e o sobrenadante descartado. As amostras foram lavadas 2 
vezes com PBS e em seguida ressuspendidas em solução de PBS/2% de 
paraformaldeído (Sigma). As amostras foram mantidas a 4ºC e protegidas 
da luz até a leitura. 
 Para análise das interleucinas intracelulares, 1x106 células foram 
ressuspendidas em 100 L de solução cytofix [0,5% de saponina (Fluka) e 
1% de paraformaldeído em PBS], e incubadas por 20 minutos. Foram 
adicionados 300 L de tampão de permeabilização (0,5% de saponina em 
PBS) seguido de nova incubação por 10 minutos. Para bloquear ligações 
inespecíficas, foi adicionado soro de camundongo C57BL/6 normal para a 
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concentração final de 3% seguindo-se incubação por 30 minutos. As células 
foram centrifugadas, lavadas com tampão de permeabilização e o anticorpo 
específico biotinilado ou conjugado ao fluoróforo, diluído 1:100 em 20 L de 
tampão de permeabilização, foi adicionado. Após 1h, as células foram 
centrifugadas e lavadas com tampão de permeabilização. As amostras 
incubadas com os anticorpos conjugados aos fluoróforos foram lavadas em 
PBS e ressuspendidas em PBS-paraformaldeído. Às amostras incubadas com 
os anticorpos biotinilados, foram adicionados 20 L de solução de 
estreptavidina conjugada ao fluoróforo diluída 1:200 em tampão de 
permeabilização, seguindo-se incubação protegida da luz por 1 hora. As 
células foram centrifugadas, lavadas duas vezes com tampão de 
permeabilização e uma vez com PBS. Para fixação e leitura as células foram 
ressuspendidas em PBS-paraformaldeído. 
Todas as incubações e lavagens acima foram feitas a 4ºC. Os 
controles negativos da reação constituiram-se de células na ausência de 
anticorpo e incubação com anticorpos secundários, na ausência dos 
anticorpos primários. 
A leitura das amostras foi realizada no aparelho FACSCalibur 
utilizando o software CellQuest Pro (BD Biosciences). 
 
5- Quantificação de citocinas e óxido nítrico secretados no 
sobrenadante de cultura  
Macrófagos ou células dendríticas derivados de medula óssea (5x105 
por poço) foram cultivados em triplicatas em placas de 24 poços em 500 L 
de RPMI completo, em preseça de 100 U/mL de IFN  murino recombinante 
(mrIFN- , Peprotech) e lisado equivalente a 104 células B16F10-Nex2. Após 
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72 horas, o meio de cultura condicionado foi coletado e mantido a -80 ºC 
até a quantificação das citocinas.  
Esplenócitos, 106 células por poço, foram cultivados em triplicatas em 
placas de 96 poços, em 200 L de meio para esplenócitos (descrito no item 
1.5) e foram estimulados com 10 ng/ml de PMA (Sigma) e 3 M de 
ionomicina (Sigma) ou lisado equivalente a 105 células B16F10-Nex2 por 
48h. O meio de cultura condicionado foi coletado e mantido a -80ºC. 
Para quantificação de citocinas, foram utilizados kits de detecção de 
interleucinas (IFN- , IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 e TNF- ) da Peprotech, 
segundo instruções do fabricante.  
Macrófagos derivados de medula óssea ou coletados do peritôneo 
(5x105 por poço) foram estimulados por vários tempos com 400U/mL de 
LPS (Sigma), em placas de 24 poços. A ativação celular foi verificada pela 
produção de óxido nítrico (NO) quantificado como nitrito no sobrenadante 
de cultura. Para a quantificação do nitrito, 100 L de sobrenadante de 
cultura foram adicionados ao mesmo volume de Reagente de Griess (1% de 
sulfanilamida, 0,1% de naftiletilenodiamida e 2,5% de ácido fosfórico, todos 
Sigma). Após incubação por 10 minutos à temperatura ambiente, a 
absorbância foi quantificada em leitor de microplacas com filtro de 550 nm. 
 
6- Animais  
 Camundongos C57BL/6 foram adquiridos do Centro de 
Desenvolvimento de Modelos Experimentais (CEDEME), da Universidade 
Federal de São Paulo (UNIFESP). Matrizes de animais C57BL/6 
geneticamente deficientes para IL-10 (IL-10 Knockouts ou IL-10KO) foram 
doadas pelo Prof. Ricardo Ribeiro dos Santos, Centro de Pesquisa Gonçalo 
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Moniz-FIOCRUZ, Bahia e são mantidas no biotério da Disciplina de Biologia 
Celular da UNIFESP. Animais C57BL/6 geneticamente deficientes para IFN- , 
CD4 e CD8 (IFN- KO, CD4KO e CD8KO) foram adquiridos do Biotério do 
Departamento de Imunologia, da Universidade de São Paulo (USP). Todos 
os animais foram mantidos em microisoladores, com água e comida 
estéreis, em estantes ventiladas (ALESCO). Os animais IL-10KO foram 
tratados com benzoilmetronidazol a 0,04% adicionado à água uma semana 
antes dos experimentos e durante os mesmos, para evitar o 
desenvolvimento de colite (Kuhn et al., 1993).  
Nos experimentos, camundongos de 6 a 10 semanas foram pareados 
por sexo e idade e foram sacrificados por deslocamento cervical. Os 
procedimentos foram realizados de acordo com o protocolo aprovado pelo 
Comitê de Ética e Pesquisa da UNIFESP (nº 1133/08 do CEP). 
 
7- Desenvolvimento tumoral 
Células de melanoma murino B16F10-Nex2 foram lavadas 3 vezes 
com PBS e uma suspensão de 103, 104, 5x104 ou 105 células viáveis em 
RPMI sem SFB foi inoculada subcutaneamente em 200 L no flanco direito 
de camundongos C57BL/6 selvagens, IL-10KO, IFN- KO, CD4KO e/ou 
CD8KO. A evolução tumoral foi seguida pela medida do volume tumoral a 
cada 2 dias com paquímetro, e pela sobrevida dos animas.  O volume 
tumoral foi calculado pela fórmula: V= (0,52 x DA
2 X DB), onde DA e DB 
representam o menor e maior diâmetro tumoral em mm, respectivamente. 
O volume tumoral máximo permitido foi de 3.000 mm3. Os animais foram 
considerados resistentes se não apresentavam nódulo tumoral após 30 dias 
da inoculação de células. 
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8- Terapia gênica 
 Camundongos foram desafiados no dia 0 como descrito no item 7. 
Nos dias 1, 8 e 15 os animais receberam injeções subcutâneas na base da 
cauda do plasmídeo pcDNA3-IL-10RPe ou do controle pcDNA3 vazio, 
purificados por gradiente de césio, obtidos como descrito no item 11.8.3.  
Alguns grupos também receberam o plasmídeo pIL-12 ou seu 
controle vazio pCMV em uma única injeção no dia 1. Esses plasmídeos 
foram gentilmente cedidos pelo Prof. Alexander Rakhmilevich, University of 
Wisconsin, USA (Rakhmilevich et al, 1996) e uma descrição mais detalhada 
se encontra no item 11.5. 
Cada plasmídeo foi injetado na concentração de 100 g por dose. 
 
9- Transferência adotiva de células dendríticas 
 Células dendríticas derivadas de progenitores da medula óssea de 
animais naïve C57BL/6 selvagens ou IL-10KO foram obtidas como descrito 
no item 1.4. As células foram lavadas 3 vezes com PBS, ressuspendidas em 
PBS e injetadas subcutaneamente nos animais (2x105 células dendríticas 
misturadas ou não com lisado equivalente a 5x103 células B16F10-Nex2). 
Foram feitas duas transferências adotivas por animal nos dias -14 e -7 e o 
desafio com 104 ou 5x104 células de melanoma B16F10-Nex2 foi realizado 
no dia 0, como descrito no item 7. As injeções de células dendríticas e 
células tumorais foram feitas no flanco direito dos animais. 
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9.1- Transferência adotiva de células dendríticas transfectadas ex-
vivo com os plasmídeos pcDNA3-IL10RPe 
Células dendríticas derivadas de progenitores da medula óssea de 
animais naïve C57BL/6 selvagens foram obtidas como descrito no item 1.4. 
Essas células foram transfectadas no 7º dia de cultura com o plasmídeo 
pcDNA3-IL10RPe ou seu controle pcDNA, e posteriormente transferidas 
adotivamente para animais C57BL/6. Para a transfecção, 107 células foram 
incubadas com os plasmídeos e o reagente DOTAP (Roche Applied Science) 
por 12 horas. Após a seleção com antibiótico durante 3 dias (G418, 300 
ng/ml, Gibco BRL), as células foram associadas com o lisado de células 
B16F10-Nex2 como descrito no item 9 e inoculadas por via subcutânea nos 
dias -4 e 3. Os camundongos foram inoculados por via subcutânea no dia 0 
com 5x104 células B16F10-Nex2. As inoculações de células dendríticas e 
tumorais foram realizadas na mesma região do flanco dos animais. 
 
10- Padrão molecular de DNA 
 Para a orientação do tamanho dos fragmentos observados após 
eletroforese em gel de agarose foram utilizados dois tipos de padrão 
molecular, mostrados na Figura 1. 
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Figura 1. Padrões de tamanho molecular de DNA. (A) Padrão 1Kbp 
DNA Ladder (Amersham Bioscience). (B) Padrão 100bp DNA Ladder 
(Invitrogen). Ao lado de cada fragmento, estão indicados os tamanhos 
moleculares em pares de base (pb). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
11- Construção e purificação do vetor codificante da porção 
extracelular do receptor de IL-10 murino (IL-10RPe) 
 
11.1- Padronização do tempo de ativação dos macrófagos para 
produção de IL-10. 
Macrófagos peritoneais (4x105 por poço) foram cultivados em placas 
de cultura de 24 poços em um volume de 750 L de RPMI completo e foram 
ativados com 400 ng/mL de LPS. A produção de óxido nítrico, IL-10 e IL-12 
foi quantificada após  0, 6, 12, 24, 36, 48, 60  e 72h de estimulação, com o 
objetivo de determinar o tempo de ativação que propicia a maior expressão 
da IL-10, o que leva a um aumento na expressão do seu receptor. O 
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mesmo foi realizado com macrófagos derivados de progenitores da medula 
óssea, mas somente foi quantificado o óxido nítrico. 
 
11.2- Extração do RNA total dos macrófagos ativados 
Macrófagos provenientes de medula óssea (1x106) foram estimulados 
com 400ng/mL de LPS e após 30 horas, o RNA foi extraído utilizando 
reagente TRIZOL (Invitrogen) como descrito pelo fabricante. A quantidade 
de RNA e a razão RNA-proteína foram estimadas por análise das leituras 
espectrofotométricas a 260nm e 280nm. Todas as amostras utilizadas nos 
ensaios subsquentes apresentaram razão A260/280 maior do que 1,5.  
Para observar a integridade do RNA extraído, foi realizada 
eletroforese em gel de agarose a 1% contendo 0,5 g/mL de brometo de 
etídio utilizando 3 g de RNA em tampão de amostra contendo 0,25% 
bromofenol blue, 0,25% xylene cyanol, 15% Ficoll-400 e 7M de uréia, 
aquecido durante 10 minutos a 65 oC e acrescidos de 0,2 l de brometo de 
etídio 10 mg/mL. 
 
11.3- Síntese de cDNA 
A síntese de cDNA a partir do mRNA extraído foi feita utilizando o kit 
ThermoScriptTM RT-PCR System (Gibco BRL), segundo protocolo do 
fabricante e utilizando como amostra 20 g de RNA total. Uma reação feita 
na ausência de transcriptase reversa foi utilizada como controle negativo da 
reação. Para verificar a integridade do cDNA gerado foi utilizado um par de 
primers para amplificação do gene da -actina:  
-actina (900pb) 
sense 5’ CAG AGC AAG AGA GGG ATC CTG A  3’ 
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antisense 5’ TGA TCC ACA TCT GCT GGA AGG T 3’ 
Alternativamente, substituiu-se o primer oligo DT por um primer gene 
específico na produção do cDNA, visando o aumento de especificidade dos 
cDNAs produzidos, correspondentes ao gene do receptor da IL-10. Foi 
utilizado o primer antisense descrito para detecção de clones produtores de 
IL-10R em uma biblioteca construída a partir de mastócitos murinos e 
linhagens murinas de macrófagos (IL-10RHo, Ho et al, 1993). Este 
oligonucleotídeo anela em região downstream à porção extracelular do 
receptor de IL-10, e por isso pôde ser usado para produzir cópias mais 
específicas do cDNA alvo. 
 
11.4- Amplificação da porção extracelular do receptor de IL-10 
murino (IL-10RPe) por RT-PCR 
Foram realizadas reações em cadeia de síntese de DNA com 
polimerase (PCR) para amplificar o gene do receptor de IL-10 (IL-10R) ou 
apenas a parte que corresponde à porção extracelular do mesmo (IL-
10RPe). A localização da porção extracelular e do peptídeo sinal na 
sequência da cadeia  do receptor de IL-10 murina (NCBI data bank, 
número de acesso NM_008348) foi deduzida de acordo com o gráfico de 
hidrofilicidade de Kyte-Doolittle do programa DNAStar/Protean® (Figura 2). 
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Figura 2. Hidrofilicidade do transcrito de IL-10R. Valores positivos 
ou negativos representam as regiões hidrofílicas e hidrofóbicas da 
proteína, respectivamente. O círculo indica a região selecionada para 
clonagem do fragmento IL-10RPe. Abaixo do diagrama está representado 
o número de resíduos de aminoácidos, além da região N-terminal (N) e 
C-terminal (C). 
 
A seqüencia de aminoácidos da cadeia polipeptídica correspondente 
ao mRNA do receptor de IL-10 murino está mostrada a seguir. A região da 
seqüencia referente à porção extracelular está em negrito/itálico e o 
peptídeo sinal está sublinhado. 
 
1   mlsrllpflv tisslslefi aygtelpsps yvwfearffq hilhwkpipn qsestyyeva 
61  lkqygnstwn dihicrkaqa lscdlttftl dlyhrsygyr arvravdnsq ysnwtttetr 
121 ftvdeviltv dsvtlkamdg iiygtihppr ptitpagdey eqvfkdlrvy kisirkfsel 
181 knatkrvkqe tftltvpigv rkfcvkvlpr lesrinkaew seeqcllitt eqyftvtnls 
241 ilvismllfc gilvclvlqw yirhpgklpt vlvfkkphdf fpanplcpet pdaihivdle 
301 vfpkvslelr dsvlhgstds gfgsgkpslq teesqfllpg shpqiqgtlg keespglqat 
361 cgdntdsgic lqepglhssm gpawkqqlgy thqdqddsdv nlvqnspgqp kytqdasalg 
421 hvcllepkap eekdqvmvtf qgyqkqtrwk aeaagpaecl deeipltdaf dpelgvhlqd 
481 dlawpppala agylkqesqg masappgtps rqwnqlteew sllgvvsced lsieswrfah 
541 kldpldcgaa pgglldslgs nlvtlpliss lqvee 
 
Utilizando aproximadamente 10 g de cDNA, na presença de 2 mM de 
cloreto de magnésio, 200 M de dNTPs, 5 pmol de  cada oligonucleotídeo 
(sense e antisese) e 2 U de enzima taq DNA polimerase (Gibco) em tampão 
contendo 20 mM de Tris-HCl pH 8,4 e 50 mM de KCl, as reações foram 
realizadas nas seguintes condições : 94ºC por 5 minutos, seguido de 35 
ciclos de 94ºC por 1 minuto; X ºC por 1 minuto e 72ºC por 2 minutos 
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Figura 3. Localização dos primers utilizados para clonagem e detecção do 
gene do IL-10R e da porção extracelular do mesmo (IL-10RPe). O cDNA 
(dupla fita negra) está subdividido em: região codificante do mRNA (1); região 
codificante da porção extracelular do receptor (2); região do peptídeo sinal (3). Os 
locais de anelamento dos primers na dupla fita são mostrados com setas e as cores 
indicam as diferentes regiões flanqueadas. Os tamanhos aproximados dos 
fragmentos esperados estão descritos entre parênteses. O par IL10RHo foi descrito 
por Ho et al, 1993. 
finalizados por 7 minutos a  72ºC, onde X é a temperatura de anelamento 
específica para cada par de primers utilizado.  
O par de primers IL-10RHo foi usado apenas para detecção do cDNA 
do gene de IL-10, já que anela em porção terminal da fase aberta de leitura 
do receptor e na região 3´ não traduzida. Oligonucleotídeos flanqueadores 
da seqüência completa do cDNA (IL-10R) e da parte extracelular do 
receptor de IL-10 (IL-10Pe) estão descritos na Figura 3. 
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  As seqüências nucleotídicas dos primers citados, e as combinações 
utilizadas, estão descritas a seguir com o respectivo tamanho aproximado 
da seqüência de cDNA flanqueada. 
IL-10R (1700pb) 
sense 5´ ATG TTG TCG CGT TTG CTC CC 3` 
antisense 5´ TCA TTC TTC TAC CTG CAG GCT 3´ 
IL-10Pe (450pb) 
sense 5´ GAT TTT TCC AGC ACA TCC TC 3´ 
antisense 5´ CCT GTT TCA CTC TCT TGG TTG 3´ 
IL-10R sense e IL-10Pe antisense (560pb) 
sense 5´ ATG TTG TCG CGT TTG CTC CC 3` 
antisense 5´ CCT GTT TCA CTC TCT TGG TTG 3´ 
IL-10RHo (600pb)  
sense 5´ AGG CAG AGG CAG CAG GCC CAG CAG AAT GCT 3´ 
antisense 5´ TGG AGC CTG GCT AGC TGG TCA CAG TAG GTC T 3´ 
Inserto 1 (450pb)  
sense 5´ CTC GAG CCT GTT TCA CTC TCT TGG TTG 3´ 
antisense 5´ GGA TCC ATG CAC TGG AAA CCT ATC CCA AA 3´ 
 
Para otimização das reações de PCR, foi utilizado o Optimizer PCR® 
kit (Invitrogen) que contém diferentes tampões (Tabela 1), e diferentes 
concentrações de DMSO (0,1% a 10%). 
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Tabela 1. Tampões de PCR que compõem o PCR Optimizer kit. Cada 
letra refere-se a um tampão que combina valores de pH e concentrações 
de Mg2+ diferentes. 
 
 
 
 
 
Para análise das reações foram realizadas eletroforeses em gel de 
agarose 1% contendo 0,5 g/mL de brometo de etídio submetido à 
voltagem constante de 100 V. 
 
11.5- Plasmídeos 
 Foi utilizado o plasmídeo de clonagem pGEM-T Easy Vector (Promega) 
que contém um gene de resistência à ampicilina e tamanho total de 3.015 
pares de base.  
Para subclonagem em vetor de expressão foi utilizado o plasmídeo 
pcDNA3 (Invitrogen), que contém sítio de clonagem sob controle do forte 
promotor CMV (citomegalovírus). Este plasmídeo possui genes de 
resistência à ampicilina, neomicina, kanamicina e geneticina (G418), 
totalizando 5.400 pares de base.  
 Os 2 plasmídeos utilizados tem sítios de clonagem flanqueados por 
promotores T7 e SP6. Os mapas dos plasmídeos são mostrados na Figura 4. 
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A 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Mapas do plasmídeo de clonagem (A) pGEM-T Easy 
Vector e do plasmídeo de expressão eucariótica pcDNA3(B). São 
mostrados os sítios de restrição e os genes de resistência à antibióticos. 
(A) Está representada em pares de base a localização de cada sítio de 
restrição. (B) O promotor CMV (P CMV) é mostrado logo antes do sítio de 
liga 
 
 
ção do plasmídeo. 
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Um plasmídeo codificante das subunidades p35 e p40 da IL-12 
murina (chamado aqui de pIL-12) foi cedido pelo Prof. Dr. Alexander 
Rakhmilevich (Rakhmilevich et al., 1996). Esse plasmídeo (pWRG3169) 
contém sequências que codificam as subunidades p35 e p40 da IL-12 
murina, localizadas em direções opostas e cada uma contém seu próprio 
promotor de CMV. O plasmídeo controle contém a sequência da luciferase 
controlada pelo promotor de CMV, denominado pCMV, e foi construído como 
descrito em Cheng et al (1993). Os plasmídeos possuem gene de 
resistência à ampicilina, e a produção de IL-12 pelo plasmídeo pIL-12 foi 
testada como descrito anteriormente (Hebeler-Barbosa et al, 2008)  
 
11.6- Clonagem do inserto IL-10RPe no vetor pGEM-T easy 
Os fragmentos de cDNA obtidos após amplificação com o par de 
primers IL-10R sense e IL-10Pe antisense geraram o fragmento 
denominado IL-10RPe. Esses fragmentos, com 560 pb, foram recuperados 
do gel de agarose após eletroforese com auxílio do kit AgarMelt (Biotools) e 
clonado no vetor pGEM-T easy (Promega), de acordo com instruções do 
fabricante. 
Os plasmídeos resultantes foram utilizados para transformar bactérias 
E. coli DH5  competentes por choque térmico por 40 segundos a 42 ºC, 
após incubação por 30 minutos no gelo. Após adição de 400 l de meio de 
cultura LB (Luria-Bertani) composto de 1% de triptona, 0,5% de extrato de 
levedura e 1% de NaCl, pH 7,3, as bactérias foram incubadas durante 1 
hora sob agitação a 37 ºC e em seguida plaqueadas em meio LB sólido 
(meio LB acrescido de 1,5% de ágar bacteriológico) com 100 g/mL de 
ampicilina para a seleção dos transformantes. 
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 Os plasmídeos selecionados foram purificados por mini-preparação 
por lise alcalina (item 11.8.1) e analisados quanto ao padrão de restrição 
por endonucleases e também pela sequência nucleotídica (item 11.9).  
 
11.7- Subclonagem do inserto IL-10RPe no vetor pcDNA3 
 O plasmídeo de clonagem recombinante pGEM-T contendo o 
fragmento IL-10RPe e o plasmídeo pcDNA3 foram digeridos com 2 U da 
enzima NotI durante 3 horas. As reações foram submetidas à eletroforese 
em gel de agarose e o fragmento correspondente ao inserto IL-10RPe e o 
fragmento correspondente ao pcDNA3 foram excisados e purificados do gel 
com auxílio do kit AgarMelt (Biotools). Cerca de 50 ng de pcDNA3 foi 
defosforilada a 37 ºC com 0,5 U de shrimp alkaline phosphatase (USB) 
durante 1 hora, seguido de inativação a 65 ºC por 15 minutos. Para a 
ligação entre o plasmídeo pcDNA3 e o inserto foram adicionados 50 ng de 
inserto purificado e 1U de T4 ligase (Invitrogen) em tampão apropriado à 
reação de defosforilação fornecido pelo fabricante. Após 16 horas a 4ºC, o 
produto total da ligação foi utilizado para transformar bactérias E. coli DH5  
competentes como descrito no item 11.6. Os clones transformantes foram 
selecionados por resistência à ampicilina (100 g/mL), como descrito no 
item 11.6. 
 Após análise de restrição por endonucleases, os plasmídeos pcDNA3-
IL10RPe com padrão esperado de fragmentação foram sequenciados, como 
descrito no item 11.9.  
 
11.8- Métodos utilizados para purificação de plasmídeos 
11.8.1- Mini-preparação por lise alcalina 
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Uma colônia isolada de bactérias E. coli DH5-  contendo o plasmídeo 
de interesse, selecionada pela resitência aos antibióticos utilizados, foi 
inoculada em 3 mL de meio LB (Luria Bertani) com antibiótico e incubada 
por 16h a 200 rpm e 37oC. As bactérias foram recolhidas por centrifugação 
a 12.000 rpm por 2 minutos e ressuspendidas em 200 L de tampão “1” 
contendo 50 mM de glucose, 25 mM de Tris-HCl pH 8,0 e 10 mM de EDTA 
pH 8,0. Adicionaram-se 400 L de solução “2” contendo hidróxido de sódio 
0,2 M e SDS 0,1% e misturou-se por inversão. Foram adicionados 300 L 
de solução “3” contendo 3 M de acetato de potássio e 5 M de ácido acético, 
misturando por inversão. Ao sobrenadante recuperado por centrifugação a 
12.000 rpm por 10 minutos foi adicionado 1 volume de isopropanol. O 
precipitado recuperado por centrifugação a 12.000 rpm por 10 minutos foi 
lavado com etanol 70% e então ressuspendido em 50 L de água contendo 
RNAse (50 mg/mL).  
 
11.8.2- Maxi-preparação por lise alcalina 
 Para produção de grande quantidade de plasmídeos foi utilizado o 
protocolo de maxi-preparação por lise alcalina. Uma colônia de bactérias 
selecionada como descrito no item 11.8.1 foi pré-incubada a 37 ºC sob 
agitação durante 5 horas em 5 mL de meio LB com antibiótico. Este pré-
inóculo foi adicionado a 500 mL de meio LB com antibiótico e incubado por 
16 horas a 37 ºC sob agitação. As células foram coletadas por centrifugação 
durante 5 minutos a 5.000 rpm. As bactérias foram ressuspendidas em 42 
mL de solução “1”, seguido pela adição de 39 mL de solução “2” e 
finalmente 30 mL de solução “3” (descritas no item 11.8.1). Após incubação 
de 30 minutos em gelo, o sobrenadante foi coletado após centrifugação 
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durante 30 minutos a 8.000 rpm. O mesmo volume de isopropanol foi 
adicionado ao sobrenadante e incubado durante 16 horas a -20 ºC. Após 
centrifugação por 30 minutos a 12.000 rpm, o material precipitado foi 
ressuspendido em 3 mL de água seguido de adição de 3 mL de 5M de 
cloreto de lítio. O sobrenadante coletado após centrifugação durante 25 
minutos a 8.000 rpm foi transferido para um novo tubo e acrescido do 
mesmo volume de isopropanol, sendo incubado a -20 ºC durante 16 horas. 
O material foi centrifugado durante 30 minutos a 12.000 rpm e o material 
precipitado ressuspendido em 980 l de água. Após incubação de 30 
minutos a 65 ºC, 20 l de RNase A (50 mg/mL) foram adicionados ao 
material para uma incubação de 30 minutos a 37 ºC. Para purificação final 
do plasmídeo, igual volume de solução 13% de PEG 6000 em 1,6 M de NaCl 
foi adicionado e após centrifugação por 30 minutos a 14.000 rpm o material 
precipitado foi diluído em 1 mL de água e estocado a -20 ºC. 
 
11.8.3- Gradiente de Cloreto de Césio (CsCl) 
Os plasmídeos a serem utilizados na transfecção de células ou nos 
protocolos de terapia gênica foram purificados em gradiente de CsCl.  
Cloreto de césio (4,3 g, Sigma Aldrich) foi adicionado a 4,2 mL de 
uma solução aquosa contendo até 5 mg de plasmídeo. Foram também 
adicionados 200 L de brometo de etídio (10 ng/mL). O gradiente de cloreto 
de césio foi estabelecido por centrifugação durante 15 horas a 60.000 rpm a 
4ºC, com parâmetros ajustados para aceleração máxima e parada lenta ao 
final. A região do gradiente contendo o plasmídeo íntegro (região 
intermediária do gradiente com coloração avermelhada) foi coletada com 
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agulha acoplada a uma seringa descartável, fazendo-se um orifício na parte 
externa do tubo de polipropileno na altura da região contendo o plasmídeo.  
Ao material isolado foram adicionados dois volumes de butanol 
saturado em água, com vigorosa agitação da mistura. Após centrifugação 
por 2 minutos a 1.500 rpm, a fase butanólica superior foi descartada e o 
processo repetido até a fase inferior estar transparente. Etanol puro foi 
adicionado à fase inferior em volume necessário para completar 10 mL. A 
solução foi incubada por 16 horas a -20 ºC.  
Após centrifugação a 3.000 rpm por 3 minutos a 4oC, o sobrenadante 
foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 5 mL de solução de 
etanol a 70%, sendo submetido a mais uma centrifugação. O precipitado foi 
lavado mais duas vezes e o álcool foi evaporado em ambiente estéril (fluxo 
laminar) à temperatura ambiente. Para a obtenção da solução de plasmídeo 
purificado, 1 mL de PBS foi adicionado. 
 
11.9- Caracterização dos plasmídeos recombinantes 
 As concentrações em g/mL dos plasmídeos purificados foram 
estimadas por leitura da absorbância em 260 nm. Amostras foram utilizadas 
somente quando a razão das absorbâncias em 260 / 280 nm apresentou 
valor entre 1,6 e 1,9. 
 Para analisar o padrão de fragmentação após digestão com 
endonucleases, 1 unidade de enzima (Invitrogen) específica para cada caso 
foi incubada em tampão correspondente com aproximadamente 100 ng de 
plasmídeo durante 3 horas. O produto da reação foi analisado após 
eletroforese em gel de agarose 1%. 
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O seqüenciamento nucleotídico dos fragmentos clonados foi realizado 
pelo Centro de Estudos do Genoma Humano da Universidade de São Paulo 
(CEGH – USP) utilizando o “MegaBACE 1000” (Amersham Biosciences). A 
análise do sequenciamento foi feita pelo software “Sequence Analyser 
utilizando o Base Caller Cimarron 3.12”, e as seqüências nucleotídicas 
encontradas foram comparadas ao banco de dados Gene Bank. 
As sequências dos oligonucleotídeos utilizados para seqüenciamento 
do fragmento nos plasmídeos foram: 
T7 - 5' TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 3'  
SP6 - 5´ATT TAG GTG ACA CTA TA 3´ 
 
12- Transfecção de células com o plasmídeo pcDNA3-IL-10RPe e 
pcDNA3 controle 
12.1- B16F10-Nex2 
 Células de melanoma murino B16F10-Nex2 foram transfectadas 
transientemente ou estavelmente com os plasmídeos.  
Para a transfecção transiente, células (2x105 por poço) foram 
cultivadas em placas de 6 poços em um volume de 2 mL de meio RPMI 
completo. Após 4 horas, o sobrenadante foi retirado e meio RPMI sem SFB 
foi adicionado, seguido de incubação por 1h. Uma solução de 100 L de 
RPMI sem soro e 15 L de reagente de transfecção DOTAP (Roche Applied 
Science) foi misturada a uma solução de 100 L de RPMI sem soro e 5 g 
dos plasmídeos pcDNA3-IL-10RPe ou pcDNA3 controle purificados por 
gradiente de CsCl. Após repouso da solução por 15 minutos à temperatura 
ambiente, essa mistura foi adicionada ao poço de cultura. Após 24 horas, o 
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meio de cultura foi trocado por meio RPMI completo e após 48 horas, as 
células foram recolhidas para análise. 
 Para transfecção estável foi utilizado um protocolo similar ao citado 
acima, reduzindo-se o número de células iniciais (5x104 células por poço) e 
acrescentando-se SFB 5% ao meio RPMI. Após a transfecção, as células 
foram mantidas em 600 ng/mL de G418 (Gibco BRL). Após a morte das 
células não transfectadas, o meio de cultura foi substituído por meio RPMI 
completo.  
  
12.2- Células Dendríticas derivadas de medula óssea 
 Em placa de 6 poços, 1x106 células dendríticas foram mantidas em 2 
mL de meio RPMI completo por 2 horas. Em seguida foram adicionados os 
plasmídeos pcDNA3-IL10RPe ou pcDNA3 controle e o reagente de 
transfecção em RPMI completo, preparados como descrito no item 12.1. O 
sobrenadante foi recolhido após 16 horas e as células em suspensão foram 
centrifugadas por 3 minutos a 900 rpm e replaqueadas em meio de cultura 
contendo 300 ng/mL de G418. Após 48 horas as células foram utilizadas.  
 
13- Análise da produção de mRNA e expressão da proteína 
recombinante pelas células transfectadas 
 Células B16F10-Nex2 transfectadas foram analisadas quanto a 
produção do mRNA, e da proteína recombinante intracelular e solúvel no 
sobrenandante de cultura. 
A produção do mRNA recombinante pela célula transfectada foi 
verificada através de ensaio de RT-PCR, como descrito nos itens 11.3 e 
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11.4, utilizando primers para amplificação de -actina como controle 
positivo.  
A expressão da proteína recombinante intracelularmente foi avaliada 
por ensaio de citometria de fluxo, como descrito no item 4, utilizando-se o 
anticorpo monoclonal anti-IL-10R murino conjugado à ficoeritrina (CD210, 
clone 1B1.3a, BD Biosciences). 
E a expressão da proteína recombinante no sobrenadante de cultura 
foi realizada por ensaio de Imunoprecipitação e Immunoblotting, como 
descrito a seguir. 
 
13.1- Imunoprecipitação 
 A proteína recombinante presente no sobrenadante de cultura de 
células transfectadas foi imunoprecipitada com anticorpo monoclonal 
purificado anti-IL-10R murino (CD210, clone 1B1.3a, BD Biosciences). Em 
tampão RIPA (150 mM de NaCl, 50mM de Tris-base e 1% de NP40, pH 7,5) 
contendo 10 mM de EGTA, 1 mM de PMSF, 10 M de Leupeptina e 1 g do 
anticorpo especificado, 500 L de sobrenadante de cultura (contendo 500 
g de proteína, quantificadas pelo micrométodo de Bradford) foram 
incubados durante 16 horas sob agitação a 4 ºC. Foram então adicionados 5 
g de proteína A-Sepharose (Sigma) para incubação durante 4 horas nas 
mesmas condições. Após centrifugação durante 5 minutos a 12.000 rpm, o 
material precipitado foi ressuspendido em tampão RIPA e lavado mais 2 
vezes desta forma. O material foi finalmente ressuspendido em tampão de 
amostra para separação eletroforética (12,5% de glicerol, 2,5% de SDS, 
1% de -mercaptoetanol e bromofenol blue) e estocado a -20ºC. 
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13.2- Immunoblotting 
 As amostras resultantes da imunoprecipitação, e estocadas a -20 oC, 
foram fervidas durante 5 minutos, colocadas em gelo por 1 minuto e 
posteriormente submetidas à separação eletroforética em gel de 
poliacrilamida 12,5% em tampão de corrida (0,025 M de Tris-base, 0,1% de 
SDS e 0,19 M de glicina, pH 8,3). As proteínas separadas foram transferidas 
para membrana de nitrocelulose em tampão de transferência (0,025 M de 
Tris-base, 0,19 M de glicina e 20% de metanol, pH 8,3) por 1h a 100 V. 
Após a transferência, a membrana foi corada com solução Ponceau-S (0,1% 
de Ponceau em ácido acético 10%), descorada com água bidestilada e os 
padrões de peso molecular identificados. 
Foi então realizado o bloqueio da membrana com solução de PBS 
contendo 5% de leite em pó desnatado (PBS-Leite 5%) por 2h à 
temperatura ambiente. O anticorpo monoclonal anti-IL-10R murino (CD210, 
clone 1B1.3a, BD Biosciences) foi diluído 1:500 em PBS-Leite 1% e 
adicionado à membrana, e esta foi incubada por 16h a 4oC, sob agitação. 
Após três lavagens de 10 minutos cada com PBS contendo 0,1% de Tween 
20 (PBS T 0,1%), as membranas foram incubadas com anti-IgG de rato 
conjugado à estreptavidina-peroxidase (Sigma) diluído 1:1.000 em PBS-
Leite 1% por 1h a 37ºC, sob agitação.  As membranas foram lavadas 3X 
com PBS-T 0,1% após a incubação. A revelação foi realizada com substrato 
Immobilon Western (Millipore) diluído 1:5 em PBS e as membranas 
expostas à filme de raio-X (Kodak) por 15 minutos. 
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14- Estatística 
 Foram utilizados os testes t de Student do programa Excel para 
comparação entre duas amostras, e Log Rank Kaplan Mayer do programa 
SPSS para comparação das curvas de sobrevida e tempo livre de tumor dos 
experimentos in vivo. As amostras foram consideradas estatisticamente 
diferentes entre si quando valores de p menores que 0,05 foram 
encontrados. 
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Resultados e Discussão 
1. Determinação do padrão de citocinas e sobrevida em 
camundongos C57Bl/6 selvagens e IL-10KO naturalmente 
resistentes e susceptíveis a um desafio com células de melanoma 
murino B16F10-Nex2 
1.1. Camundongos C57BL/6 selvagens  
Embora o melanoma murino B16F10-Nex2 apresente baixa 
imunogenicidade, quando um pequeno número de células (103 ou 5x103) 
são inoculadas subcutaneamente em camundongos singeneicos C57Bl/6, 
observamos com freqüência um pequeno número de animais que 
naturalmente rejeitam essas células tumorais implantadas. Se os animais 
que rejeitaram um primeiro desafio com células tumorais forem novamente 
desafiados observamos que uma porcentagem destes é capaz de rejeitar a 
um segundo desafio. Nossos resultados mostram que cerca de 2 a 3% dos 
camundongos C57Bl/6 naturalmente rejeitam mais de uma tentativa de 
implantação de células de melanoma B16F10-Nex2 (E.G. Rodrigues, 
observação pessoal). 
A fim de caracterizar o perfil de citocinas dos animais naturalmente 
resistentes e susceptíveis ao melanoma B16F10-Nex2, camundongos 
C57BL/6 naturalmente resistentes a um desafio com 5x103 células viáveis, 
foram novamente desafiados com 5x104 células tumorais depois de 60 dias. 
Animais naturalmente resistentes e susceptíveis a esse segundo desafio 
com células B16F10-Nex2 tiveram o perfil de produção de IL-2, IL-4, IL-6, 
IL-10 e IFN-  caracterizado após estimulação dos seus esplenócitos in vitro 
com antígenos tumorais, 30 dias após o segundo desafio (Figura 1).  
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Figura 1. Caracterização do perfil de citocinas produzidas por 
esplenócitos de camundongos C57Bl/6 naturalmente resistentes ou 
susceptíveis a um segundo desafio com células B16F10-Nex2. Animais 
C57BL/6, machos de 4 a 6 semanas, foram desafiados com 5x103 células 
B16F10-Nex2 subcutaneamente e os animais resistentes ao desenvolvimento 
tumoral foram desafiados novamente com 5x104 células, no flanco oposto, 60 
dias após ao primeiro desafio. Esplenócitos de animais resistentes (painel 
esquerdo) ou suscetíveis (painel direito) ao segundo desafio foram coletados 
30 dias após o segundo desafio e foram estimulados in vitro com antígenos 
tumorais (células B16F10-Nex2 lisadas, ant. B16) ou não receberam estímulo 
(controle). As citocinas foram quantificadas por ELISA nos sobrenadantes de 
cultura. * p<0,01 citocinas significativamente diferentes em relação aos 
animais resistentes.  
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Os níveis de IL-2 e IL-4 produzidos foram os mesmos nos animais 
resistentes e susceptíveis, tanto em presença como em ausência de 
antígenos tumorais específicos. 
Níveis elevados de IFN-  e superiores aos níveis detectados de IL-10 
e IL-6, foram observados em esplenócitos de animais naturalmente 
resistentes estimulados in vitro com antígenos tumorais. Esses resultados 
sugerem que nos animais resistentes ocorra uma resposta imune 
antitumoral com um perfil de citocinas do tipo 1, corroborando resultados 
publicados que mostram que a resposta antitumoral está associada à 
produção de IFN-   
O papel fundamental da resposta TH1 e do IFN-  foi demonstrado em 
estudo onde animais infectados com microorganismos que induzem uma 
resposta imune TH1, como por exemplo Toxoplasma gondii, ou 
alternativamente infectados com microorganismos indutores de resposta 
imune TH2, como por exemplo Schistosoma mansoni, foram co-inoculados 
com células de melanoma B16F10. Observou-se redução significativa do 
crescimento do melanoma B16F10 quando uma resposta TH1 foi induzida e 
este fenômeno foi dependente de IFN-  (Rankin et al., 2003). O aumento 
endógeno de citocinas TH1 nesse sistema, especialmente IFN- , gerou 
diminuição da angiogênese (Hunter et al., 2001), o que pode ter sido 
provocado pela inibição direta da proliferação de células endoteliais (Friesel 
et al., 1987; Norioka et al., 1992).  
Além dos efeitos sobre a resposta imune (Tannenbaum & Hamilton, 
2000), o IFN-  possui diversas atividades citotóxicas antitumorais diretas 
(Yu & Thomas-Tikhonenko, 2001), podendo afetar a proliferação celular 
(Rodrigues e Travassos, 2002), a regulação do ciclo celular (Harvat  et al., 
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1996; Harvat  et al., 1997; Bromberg et al., 1996; Mandal et al., 1998; 
Ikeda et al., 2002), induzir apoptose (Chin et al., 1997; Boehm et al., 1997, 
Detjen et al., 2001; Xu et al., 1998), induzir a produção de indoleamina 
2,3-dioxigenase (IDO) afetando a disponibilidade de triptofano (Konan & 
Taylor et al., 1996; Ozaki et al., 1998), e também induzir a expressão de 
iNOS e a consequente produção aumentada de NO (Gerecitano et al., 1999; 
Dong et al., 1994; Xie et al., 1996). O IFN-  pode ainda aumentar a 
expressão de MHC classe I (Rodrigues e Travassos, 2002; Boehm et al., 
1997) e MHC classe II (Böhm et al., 1998) em células tumorais, incluindo o 
melanoma B16F10.  
Em contrapartida, em animais susceptíveis que desenvolveram tumor 
após o segundo desafio foram detectados níveis de IL-10 e IL-6 maiores do 
que os níveis de IFN- após estimulação in vitro dos esplenócitos com 
antígenos tumorais, sugerindo que nos animais susceptíveis o 
desenvolvimento tumoral se relaciona com a presença de uma resposta 
imune com perfil TH2. Resposta TH2 foi também observada durante a 
progressão do melanoma B16 em animais in vivo (Wei et al., 2005) e no 
cultivo da linhagem de melanoma humano WM793 com células dendríticas 
(McCarter et al., 2005). Altos níveis séricos de IL-10 e também de outras 
citocinas TH2 podem servir de prognóstico ou controle da evolução de 
neoplasias em humanos (Lauerova eit al., 2002; Redondo et al., 2003; 
Botella-Estrada et al., 2005; Martínez-Escribano et al., 2005; Nevala et al., 
2009). 
Um padrão TH1 nos animais resistentes e TH2 nos animais 
susceptíveis ao tumor também foi observado quando citocinas intracelulares 
foram analisadas. Esplenócitos de animais desenvolvendo tumores com 
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volumes entre 1.500 e 2.000 mm3 e de um animal naturalmente resistente 
ao tumor foram coletados e imediatamente marcados intracelularmente 
com anticorpos monoclonais específicos para IFN- ou IL-10 (Figura 2). Os 
resultados mostram que camundongos com tumor em desenvolvimento 
apresentaram razões do número absoluto de células produtoras de IFN-
/ células produtoras de IL-10 menores (0,05 a 0,4) do que a razão 
observada no animal resistente (0,9). No animal resistente ao 
desenvolvimento tumoral, a quantidade de células produtoras de IFN-  foi 
muito semelhante à de IL-10, resultando em uma razão próxima de 1, o 
que sugere que as células produtoras de IFN-  secretem quantidades 
maiores de citocinas do que as células produtoras de IL-10. 
Nossos resultados demonstram que camundongos C57Bl/6 
naturalmente resistentes ao desenvolvimento do melanoma murino 
B16F10-Nex2 apresentaram uma resposta imune protetora de perfil TH1. 
Encontramos nestes casos produção aumentada de IFN-  com simultânea 
produção de IL-10, sendo a presença desta última citocina relacionada à 
imunorregulação do sistema (Revisado em Moore et al, 1993 e 2001).  
Ao contrário, nos animais naturalmente susceptíveis, a inoculação de 
células B16F10-Nex2 gerou desenvolvimento tumoral e induziu uma 
resposta imune com perfil não-protetor, na qual a produção de IL-10 é 
maior do que a produção de IFN- , situação na qual existe inibição de 
diversos mecanismos antitumorais (Corinti et al., 2001; Akdis et al., 2001; 
Seo et al., 2001; de Waal Malefyt et al., 1991; Nestlé et al., 2004).  
Nos animais susceptíveis, observou-se também uma produção 
aumentada de IL-6 que pode inibir respostas imunológicas de padrão TH1 
(Dodge et al., 2003). A IL-6 é considerada como um fator preditivo de um 
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pior prognóstico de vários tipos de câncer incluindo o melanoma 
(Łukaszewicz et al., 2007; Mouawad et al., 2002) 
A alteração de um padrão de resposta TH1 para TH2 também foi 
observado por Wei e colaboradores (2005) durante o desenvolvimento 
tumoral. Esses autores mostraram uma polarização TH2 da resposta 
imunológica com aumento de IL-10 e diminuição de IFN-  em animais em 
fases mais tardias do desenvolvimento tumoral (20 dias após desafio). 
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Figura 2. Relação entre o número de células produtoras de IFN-  e 
IL-10 no baço de animais C57BL/6 naturalmente resistentes ou 
susceptíveis a um desafio tumoral subcutâneo. Esplenócitos de um 
animal resistente ou de 4 animais com desenvolvimento tumoral avançado 
(volumes tumorais de 1.500 a 2.000 mm3) foram isolados e imediatamente 
marcados intracelularmente com anticorpos contra IFN-  e IL-10 conjugados 
a fluoróforo. A marcação intracelular foi analisada em citômetro de fluxo 
utilizando o programa Cell Quest®. O gráfico demonstra a razão entre o 
número absoluto de células positivas para IFN-  e células positivas para IL-
10. Cada barra representa um animal. 
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1.2. Desenvolvimento do melanoma murino B16F10-Nex2 em 
camundongos geneticamente deficientes em IL-10 (IL-10KO): 
comparação com animais C57BL/6 selvagens  
Resultados já publicados demonstram que o desenvolvimento do 
melanoma murino B16F10 está relacionado ao aumento na produção de IL-
10, e consequente redução na produção de IFN- (Wei et al., 2007). Nossos 
resultados mostraram um aumento da produção de IL-10 em animais 
naturalmente susceptíveis ao melanoma murino, e que o IFN-  está 
presente em maiores concentrações em animais C57Bl/6 naturalmente 
protegidos contra o desenvolvimento tumoral. Para avaliar se a ausência da 
IL-10 poderia ser benéfica aos animais inoculados com as células tumorais, 
animais geneticamente deficientes nessa interleucina (IL-10KO) foram 
inoculados subcutaneamente com diferentes doses de células tumorais e a 
sobrevida foi comparada à sobrevida dos animais C57Bl/6 selvagens (WT) 
(Figura 3). 
Observou-se neste experimento que 100% dos animais WT 
desenvolveram o tumor nas 3 doses utilizadas. No grupo dos animais IL-
10KO, observou-se um aumento significativo na sobrevida em todos os 
ensaios, e esse aumento foi inversamente correlacionado à quantidade de 
células inoculadas. Alguns animais foram totalmente protegidos nas doses 
mais baixas: 65% na dose de 5x103 e 15% na dose de 5x104.  
Em diversos tipos de terapias que visam à indução de resposta 
antitumoral potente, com ativação de mecanismos TH1-dependentes, a 
deficiência genética de IL-10 é benéfica, melhorando respostas efetoras que 
geram proteção (Riemensberger et al., 2002; Litton et al., 1999; Wang et 
al., 2001; Halak et al., 1999).  
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Os resultados apresentados demonstram que a ausência sistêmica de 
IL-10, mesmo sem o emprego de um fator estimulador de resposta TH1, 
provoca retardo ou até mesmo proteção contra o estabelecimento e 
proliferação de células tumorais no modelo subcutâneo de melanoma 
murino B16F10-Nex2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resultados e Discussão  
 
- 57 - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Sobrevida de animais C57Bl/6 selvagens (WT) e IL10KO desafiados 
subcutaneamente com células B16F10-Nex2. Animais IL-10KO e WT foram desafiados 
subcutaneamente com (A) 5x103, (B) 5x104 e (C) 5x105 células B16F10-Nex2. O volume 
tumoral foi medido a cada 2-3 dias e os animais foram sacrificados com um volume máximo 
de 3 cm3.  (A) Seis animais por grupo; p<0.001 (B) Sete animais no grupo WT e oito no IL-
10KO; p<0.01; (C) Sete animais no grupo WT e seis no IL-10KO; p<0.003. 
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Em seguida, avaliamos o perfil de citocinas envolvidas na resposta 
protetora induzida no camundongo geneticamente deficiente em IL-10. 
 Animais IL-10KO e WT foram inoculados subcutaneamente com 5x103 
células tumorais e depois de 11 dias, o soro foi coletado. Cinco amostras 
foram associadas por grupo, e a quantidade de IFN-  presente nos soros foi 
quantificada por ELISA. Observou-se concentração de IFN-  cerca de 10 
vezes mais elevada em animais IL-10KO em comparação com os animais 
WT (Figura 4).  
Animais WT ou IL-10KO receberam uma dose sub-ótima de células 
B16F10-Nex2 (103 células viáveis) e após 7 dias foram desafiados 
subcutaneamente com 104 células tumorais. Vinte dias depois do segundo 
desafio, os esplenócitos dos animais foram coletados, e após estimulação in 
vitro com antígenos tumorais, a produção de IL-12 foi avaliada. Observou-
se que os níveis de IL-12 nos animais IL-10KO eram superiores aos níveis 
detectados nos animais WT (Figura 5). Foi também observado que nas 
condições do experimento, 20 dias após o segundo desafio cerca de 40% 
dos animais WT apresentavam pequenos nódulos subcutâneos, sugestivos 
de tumor. Os animais IL-10KO se encontravam 100% livres de tumor nas 
mesmas condições (resultados não mostrados). 
Nesse mesmo experimento foi avaliada a produção de IFN-  por 
esplenócitos, e observou-se que os grupos de animais (IL-10KO e WT) 
apresentavam concentrações semelhantes (resultados não mostrados). Esse 
resultado pode ser explicado pelo estágio de desenvolvimento tumoral que 
os animais WT se encontravam. Como demonstrado por Wei et al (2007), a 
produção de IFN-  no início do desenvolvimento do melanoma B16F10 é 
elevada, caindo no decorrer da progressão tumoral. 
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Figura 4. Níveis séricos de IFN-  em animais C57BL/6 selvagens ou 
IL-10KO após desafio com células B16F10-Nex2. Animais selvagens e 
IL-10KO foram desafiados com 5x103 células subcutaneamente e após 11 
dias o soro foi coletado. Pool de 5 amostras diluídas 1:10 foram 
quantificadas por ELISA. p<0,01.  
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Figura 5. Produção ex vivo de IL-12 por esplenócitos de animais 
C57BL/6 selvagens ou IL-10KO após segundo desafio com células 
B16F10-Nex2. Animais selvagens e IL-10KO foram desafiados com 103 
células subcutaneamente e após 7 dias desafiados novamente com 104 
células, no flanco oposto. Após 20 dias, esplenócitos foram estimulados ex 
vivo com lisado de células B16F10-Nex2, e a citocina quantificada por 
ELISA. Os dados representam valores da média das triplicatas e desvio 
padrão de animais individuais. A linha horizontal representa o valor médio 
de cada grupo. p<0,01 comparando-se as médias dos valores dos dois 
grupos.  
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Embora uma maior porcentagem de animais geneticamente 
deficientes em IL-10 rejeite um implante de células de melanoma murino 
B16F10-Nex2, alguns indivíduos permitem a progressão tumoral, e esse 
efeito é mais evidente quando doses maiores de células são utilizadas, 
como demonstrado anteriormente (Figura 3). 
Avaliamos então se os níveis de citocinas TH1 protetoras estariam 
alterados nos animais IL-10KO resistentes ou susceptíveis ao melanoma. 
Camundongos IL-10KO foram inoculados subcutaneamente com 104 
células B16F10-Nex2, e após 35 dias, foram coletados os esplenócitos de 
animais resistentes ao desenvolvimento tumoral e de animais sensíveis ao 
desenvolvimento tumoral, apresentando tumores com volumes ao redor de 
400 mm3. Esses esplenócitos foram estimulados in vitro com antígenos 
tumorais e a produção de IL-12 e IFN-  foi quantificada. Observou-se que 
nessas condições esplenócitos de animais IL-10KO resistentes produziram 
mais IFN-  e IL-12 do que as células de animais IL-10KO susceptíveis ao 
desenvolvimento do tumor (Figura 6). A produção de IFN-  e de IL-12 em 
níveis semelhantes pelos esplenócitos dos animais IL-10KO resistentes e 
susceptíveis ativados com um estímulo inespecífico (PMA e ionomicina) 
sugerem que as células respondem adequadamente a outros estímulos e 
que a diminuição observada nas células dos animais susceptíveis é 
antígeno-específica.  
Como observado nos camundongos C57Bl/6 selvagens, os animais IL-
10KO que permitiram o desenvolvimento do melanoma subcutâneo B16F10-
Nex2 apresentaram uma redução na produção de citocinas TH1 protetoras.  
Para determinar se a proteção observada nos camundongos IL-10KO 
era dependente dessa maior concentração de IFN-  produzida, essa citocina 
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foi neutralizada com anticorpos específicos in vivo e o desenvolvimento 
tumoral foi observado nesses animais. 
Na Figura 7 observa-se que a neutralização de IFN-  nos 
camundongos IL-10KO desafiados com células de melanoma B16F10-Nex2 
reduziu a sobrevida desses animais, que ficou então muito similar à 
sobrevida dos animais C57Bl/6 selvagens. Esse resultado mostra que a 
resposta protetora induzida pela inoculação de células tumorais nos animais 
IL-10KO é IFN- -dependente. 
Esses dados demonstram que a deficiência sistêmica de IL-10 pode 
levar a uma maior resistência contra o melanoma murino B16F10-Nex2, 
propiciando resposta protetora com perfil TH1 nesse modelo, com produção 
de altas concentrações de IFN-  e IL-12, e que essa resposta protetora é 
IFN- -dependente. 
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Figura 6. Produção de citocinas por esplenócitos de animais IL-10KO 
desafiados com células B16F10-Nex2. Esplenócitos de animais IL-10KO 
sensíveis (+) ou resistentes (-) ao desenvolvimento tumoral foram 
estimulados com PMA/ionomicina (barras vazias) ou com lisado de células 
B16F10-Nex2 (barras cheias), como descrito em Matérias e Métodos. As 
concentrações de IFN-  e IL-12 no sobrenadante de cultura foram 
determinadas por ELISA. * p<0,03. 
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Figura 7. Sobrevida de animais IL-10KO depletados de IFN-  e 
desafiados com células B16F10-Nex2. Animais IL-10KO receberam 
intraperitonealmente 250 g de anticorpo anti-IFN-  no dia -1 e 125 g nos 
dias 1, 3, 5, 7, 9, 11 e 13. Animais IL-10KO controle e animais selvagem 
(C57Bl/6) receberam somente PBS nos mesmos dias. Todos os animais 
foram desafiados subcutaneamente com 104 células B16F10-Nex2 no dia 0 
(zero). Dez animais por grupo. p<0.02 entre os grupos de animais IL-10KO. 
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1.3. Caracterização de células apresentadoras de antígenos 
(CAAs) de animais selvagens e IL-10KO, envolvidas na resposta 
protetora natural contra o melanoma murino B16F10-Nex2. 
Processos imunológicos eficientes no combate contra tumores 
envolvem a captura e apresentação de antígenos com posterior ativação de 
respostas efetoras específicas. As principais células que estão envolvidas 
nesse processo são os macrófagos e as células dendríticas, por isso também 
chamadas de células apresentadoras de antígenos (CAA).  
Células dendríticas (DCs) são utilizadas como adjuvantes de vacinas 
antitumorais (Kochman & Bernard, 1999; Di Pucchio et al., 2006), mas 
também podem induzir a tolerância tumor-específica observada durante a 
progressão do melanoma, devido principalmente ao IL-10 presente no 
microambiente tumoral, que reduz a expressão de moléculas CD86 e leva a 
uma produção de citocinas TH2 em pacientes com doença progressiva (Enk 
et al., 1997). 
A resposta antitumoral, protetora ou não, como mostrada em nossos 
resultados é iniciada por células apresentadoras de antígenos, e avaliamos 
se a ausência de IL-10 poderia alterar o papel dessas células ativadas com 
antígenos do melanoma murino B16F10-Nex2. 
Células progenitoras de medula óssea de camundongos C57Bl/6 
selvagens ou IL-10KO foram maturadas in vitro para macrófagos ou células 
dendríticas. Em seguida, essas células foram estimuladas com antígenos 
tumorais in vitro e foi realizada uma caracterização fenotípica e funcional de 
CAAs nos modelos de maior resistência (animais IL-10KO) ou 
susceptibilidade (animais C57BL/6) à progressão de células B16F10-Nex2. 
Resultados e Discussão  
 
- 66 - 
 
A produção de mediadores solúveis pró-inflamatórios (Figura 8) e a 
expressão de marcadores de ativação na superfície celular (Figura 9) foram 
comparadas nessas duas linhagens de animais. 
Células dendríticas e macrófagos obtidos de camundongos IL-10KO 
ativadas com antígenos tumorais, na presença de IFN- , produziram níveis 
significativamente maiores de IFN- , IL-12 e TNF- com exceção do TNF-  
produzido por DCs, que em ambas as linhagens foi muito semelhante 
(Figura 8). Essas citocinas são pró-inflamatórias e associadas à indução de 
uma resposta imune protetora contra tumores. Estes dados sugerem que a 
ausência da regulação negativa exercida pela IL-10 nessas células 
apresentadoras de antígenos causou um aumento dos níveis de citocinas 
TH1, IFN- , IL-12 e TNF- , o que pode levar a uma maior estimulação de 
células efetoras antitumorais, como células NK e à indução de linfócitos T 
tumor-específicos (Yu & Fu, 2001; Seino et al., 2006).  
Já foi demonstrado que um dos principais mecanismos de 
imunossupressão da IL-10 está ligado à atenuação de funções dos 
macrófagos e monócitos, incluindo a diminuição de expressão de citocinas 
pró-inflamatórias (Couper et al., 2008; García-Hernández et al., 2002; de 
Waal-Maleyfit et al., 1991; Fiorentino et al., 1991; Bogdan et al.;1991). 
Células dendríticas de animais IL-10KO e C57Bl/6 foram estimuladas 
da mesma forma, e a expressão de marcadores de ativação celular foi 
analisada por citometria de fluxo (Figura 9). Os resultados mostram que 
células dendríticas de animais IL-10KO apresentaram um aumento na 
expressão principalmente de CD40 e CD80, e um aumento discreto na 
expressão de CD86 e MHC classe II. Estes dados indicam que na ausência 
de IL-10 as células dendríticas após estimulação com antígenos tumorais 
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apresentaram-se mais ativadas, sendo, portanto mais aptas a apresentar 
antígenos e ativar células efetoras, podendo induzindo respostas mais 
eficientes e com menor grau de regulação negativa ou anergia.  
Esse mesmo resultado já havia sido observado por Yang e 
colaboradores (2006), quando células dendríticas modificadas 
geneticamente para expressar IL-10 produziram menores níveis de citocinas 
pró-inflamatórias (IL-12, IFN-  e TNF- ), e expressaram uma menor 
quantidade de moléculas marcadoras de ativação na superfície celular 
(MHCII, CD40, CD80 e CD86) e assim, quando transferidas in vivo em 
modelo de miocardite autoimune experimental, induziram respostas 
efetoras de menor intensidade e consequentemente, um menor grau de 
auto-imunidade cardíaca.  
A alta expressão da molécula coestimuladora CD40 em células 
dendríticas gera, entre outros efeitos, a produção de altos níveis de IL-12 e 
IFN- , estimulando linfócitos citotóxicos e polarizando a resposta 
imunológica para um padrão TH1, situações descritas como antitumorais em 
vários casos (Cella et al., 1996; Murugaiyan et al., 2007). Já as moléculas 
CD80 e CD86, coestimuladoras de células T, são essenciais para a ativação 
de linfócitos, estimulando a proliferação celular e a produção de IL-2 e IFN-
 (Lenschow et al., 1996; Harding et al., 1992). A presença de grande 
número de proteínas da classe II do complexo de histocompatibilidade 
(MHC) na superfície celular mostra a elevada capacidade de apresentação 
de antígenos internalizados e reflete a alta ativação de uma célula 
apresentadora de antígeno estimulada por mediadores pró-inflamatórios 
(Cella et al., 1997).  
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Diversos trabalhos mostram a regulação negativa da maturação e/ou 
ativação de células apresentadoras de antígenos como um dos principais 
mecanismos pró-tumorais da IL-10, principalmente pela geração de 
linfócitos reguladores e até mesmo anergia clonal durante a resposta 
antitumoral (Chen et al., 2007; Steinman et al., 2003).  
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Figura 8. Produção de citocinas por células dendríticas e macrófagos 
de animais C57Bl/6 selvagens ou IL-10KO estimuladas ex vivo por 
IFN-  e antígenos tumorais. Células dendríticas e macrófagos derivados de 
medula óssea de animais selvagens (barras cheias) ou IL-10KO (barras 
vazias) foram estimuladas com lisado de células B16F10-Nex2 e IFN- . As 
concentrações de (A) IFN- (B) IL-12 e (C) TNF-  foram quantificadas por 
ELISA nos sobrenadantes de cultura. Resultados representativos de pelo 
menos três ensaios independentes. * p<0,05. 
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Figura 9. Expressão de moléculas de superfície por células dendríticas 
de animais C57Bl/6 selvagens ou IL-10KO estimuladas ex vivo por 
IFN-  e antígenos tumorais. Células dendríticas derivadas de medula óssea 
de animais selvagens ou IL-10KO estimuladas (B) ou não (A) com lisado de 
células B16F10-Nex2 e IFN- . As células foram marcadas com anticorpos 
conjugados a fluoróforos e as amostras analisadas em citômetro de fluxo. 
Histogramas representativos das leituras de células expressando MHCI, 
MHCII, CD40, CD80 e CD86. Como controle foi utilizado uma associação das 
células provenientes dos animais C57Bl/6 e IL-10KO incubadas na ausência 
dos anticorpos fluorescentes (linha rosa). Células de animais C57Bl/6 e IL-
10KO são representadas pelo histograma preenchido em azul e pela linha 
verde, respectivamente.  
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1.4. Papel das células dendríticas na maior proteção 
observada em animais geneticamente deficientes em IL-10 
Nossos resultados demonstraram que nos animais IL-10KO existe um 
controle mais evidente do crescimento tumoral e que as suas células 
dendríticas, além dos macrófagos, quando estimulados in vitro com 
antígenos tumorais apresentavam um maior grau de ativação, com maior 
produção de citocinas pró-inflamatórias e moléculas coestimuladoras.  
Para comprovar que células apresentadoras de antígenos estão 
envolvidas na resposta protetora antitumoral observada nesses animais, 
células dendríticas isoladas de animais IL-10KO e C57Bl/6 selvagens foram 
obtidas, associadas com antígenos tumorais e adotivamente transferidas 
para animais C57Bl/6 que foram posteriormente desafiados com células de 
melanoma murino B16F10-Nex2. Foi utilizado tentativamente um protocolo 
vacinal, onde as células dendríticas foram transferidas 1 e 2 semanas antes 
do desafio com as células tumorais. 
Quando a vacinação foi realizada com células dendríticas deficientes 
em IL-10, 70% dos animais tratados apresentaram proteção após o desafio 
tumoral, ao contrário da terapia com células dendríticas isoladas de animais 
C57Bl/6 selvagens, na qual todos os animais desenvolveram tumor (Figura 
10A). A proteção observada no tratamento foi dependente da associação 
das células dendríticas aos antígenos tumorais (Figura 10B), sugerindo 
que a proteção é gerada a partir de resposta específica antitumoral.   
Embora algumas tentativas de vacinação com células dendríticas 
selvagens tenham sido bem sucedidas em outros modelos (revisado em 
Zhang et al., 2002; Hegmans et al., 2005; Zhang & Huang, 2008; Fields et 
al., 1998), o melanoma murino B16 é um modelo pouco imunogênico, que 
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responde pouco à diversas imunoterapias já analisadas, e que por isso pode 
necessitar de abordagens mais agressivas para terapia por vacinação com 
células dendríticas (Cao et al., 1998; Melcher et al., 1999). Estes fatos 
podem explicar porque animais que receberam células dendríticas isoladas 
de animais C57Bl/6 selvagens, mesmo na presença de antígenos tumorais, 
tenham desenvolvido tumores após vacinação. 
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Figura 10. Sobrevida de animais C57BL/6 desafiados com células 
B16F10-Nex2 após transferência adotiva de células dendríticas 
selvagens ou IL-10KO associadas a antígenos tumorais. Células dendríticas 
(DC) maturadas a partir de progenitores de medula óssea de animais IL-10KO ou 
C57Bl/6 selvagens foram adotivamente transferidas nos dias -14 e -7, na 
presença ou ausência de antígenos tumorais (lisado de células B16F10-Nex2). 
(A) DCs transferidas com antígenos tumorais e (B) DCs transferidas com ou 
sem antígenos tumorais. No dia 0 (zero), os animais foram desafiados 
subcutaneamente com (A) 5x104 ou (B) 104 células B16F10-Nex2. Os 
tratamentos e o desafio foram feitos na mesma região do flanco direito dos 
animais. Três animais em cada grupo experimental e cinco animais no grupo 
PBS. (A) p<0,02 entre grupos DC; (B) p<0,03 entre grupo DC IL-10KO + 
antígenos tumorais e grupos DC selvagens. 
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Esse resultado sugere que antígenos tumorais são capazes de ativar 
as células dendríticas, e que na ausência de produção de IL-10 por essas 
células, essa ativação leva à indução de uma efetiva resposta protetora in 
vivo, quando essas células são adotivamente transferidas para animais 
C57Bl/6.  
Os antígenos do melanoma murino B16F10-Nex2 responsáveis pela 
ativação das DCs observada ainda não são conhecidos. Resultados obtidos 
anteriormente em nosso laboratório, mostram a existência nessas células 
tumorais de um antígeno de natureza proteica, que quando presente em 
uma fração tumoral semi-purificada foi capaz de ativar macrófagos a 
secretarem IFN- , IL-12, TNF-  e a produzirem óxido nítrico (Batista et al., 
2002). Mais recentemente, nosso grupo demonstrou também que 
glicoesfingolipídeos tumorais apresentados por células dendríticas ativam 
células NKT, mas que também gangliosídeos tumorais são capazes de inibir 
essa resposta protetora (Dias et al, 2009). Esses resultados sugerem que 
existam componentes tumorais capazes de ativar uma resposta imune 
protetora, mas que são regulados no microambiente tumoral por 
componentes tumorais imunossupressores, tendo em vista que somente 
uma pequena porcentagem de animais rejeita naturalmente o melanoma 
murino B16F10-Nex2.  
Na presença de IL-10 as DCs não maturam corretamente (Gerlini et 
al, 1994), diminuindo a expressão de moléculas estimuladoras (Corinti et 
al., 2001, McBride et al., 2002; He et al., 2005; de Wall-Malefyt et al., 
1991) e citocinas inflamatórias (He et al., 2005; Corinti et al., 2001; 
Igietseme et al., 2000; Chhabra et al., 2008). Esses efeitos da IL-10 nas 
DCs podem fazer com que essas células estimulem incompletamente 
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linfócitos T CD8+ (Mehrotra et al., 2004), e também levar à geração de 
linfócitos T CD4+ e CD8+ anérgicos, pela mediação da molécula reguladora 
CTLA4 (Steinbrink et al., 1999; Steinbrink et al., 2002).  
Quando DCs são estimuladas com CD40L (Cella et al., 1996), IL-12, 
IFN- , TNF-  ou ligantes de TLRs (Grauer et al., 2006), estas células 
adquirem um fenótipo mais ativado, com maior produção de citocinas pró-
inflamatórias e marcadores de ativação, podendo induzir uma resposta 
protetora antitumoral.  
No entanto, essas células dendríticas altamente ativadas podem 
causar danos por exacerbação de mecanismos pró-inflamatórios. Os 
resultados satisfatórios obtidos após transferência adotiva de células 
dendríticas IL-10KO, foram obtidos após duas injeções de células 
previamente ao desafio com células tumorais. Em protocolos prévios, 
realizados com 3 transferências de células dendríticas, observamos que 
embora 100% dos animais tratados com células IL-10KO tenham sido 
protegidos contra o desenvolvimento tumoral, 60% deles desenvolveram 
lesões cutâneas inflamatórias graves próximas ao local da vacinação celular 
(resultados não mostrados).  
Sabe-se que respostas de proteção parcial contra tumores podem ser 
geradas por protocolos de vacinação com células dendríticas (Zhang e 
Huang, 2008; Morisaki et al., 2003, Zhang et al., 2002, Fields et al., 1998). 
Todavia, também está claro que esses protocolos devem ser melhorados em 
diferentes aspectos para que respostas mais eficazes sejam obtidas. 
Importantes pontos a serem revisados nos protocolos já descritos são, por 
exemplo: tipo e doses de peptídeos tumorais utilizados para pulsar as DCs, 
métodos para pulsar DCs, vias e intervalos para administração das DCs, 
Resultados e Discussão  
 
- 76 - 
 
estado de maturação das DCs e suas subpopulações (Zhang et al., 2002). 
Outras estratégias já utilizadas para induzir respostas antitumorais eficazes 
utilizando a vacinação com células dendríticas incluem a transfecção das 
mesmas com elementos imuno-modulatórios, como por exemplo, CD40 
(Kikuchi et al., 2000), CD40L (Tomihara et al., 2007), GM-CSF (Curiel-
Lewandrowski et al., 1999; Ozawa et al., 1999), TNF-  (Klein et al., 2000), 
IL-12 (Nishioka et al., 1999; Akiyama et al., 2000) e IL-2 (Akiyama et al., 
2000).  
Como mencionado anteriormente, em alguns modelos tumorais é 
possível observar uma proteção significativa quando são utilizados 
protocolos de vacinação com DCs não manipuladas geneticamente pulsadas 
com antígenos. No entanto, em modelos de baixa imunogenicidade, como o 
do melanoma murino B16, as tentativas de vacinação em geral, e também 
aquelas baseadas na utilização de DCs, apresentam menor sucesso na 
geração de respostas efetoras (Melcher et al., 1999). Nos modelos de baixa 
imunogenicidade, modificações genéticas das DCs podem ser 
tentativamente utilizadas para aumentar a eficácia dos protocolos, e no 
modelo de melanoma murino B16 algumas modificações já foram 
estudadas: DCs fusionadas com células tumorais B16 (Wang et al., 1998), 
DCs transfectadas com homólogo de glypican-3 (Motomura et al., 2006), 
DCs modificadas para expressar IL-12 (Miller et al., 2003), DCs 
transduzidas com vetor lentiviral expressando TRP-2 murino (Metharom et 
al., 2001), DCs transduzidas com adenovírus recombinante contendo a 
sequência de TRP2 humano (Steitz et al., 2001),  ou com adenovírus 
recombinante codificando gp100 humano (Wan et al., 1999) ou ainda DCs 
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fusionadas com células tumorais B16 juntamente com transfecção do gene 
de GM-CSF (Cao et al., 1999).  
DCs geneticamente deficientes em IL-10 pulsadas com antígenos 
tumorais já foram utilizadas com sucesso na geração de uma resposta 
imune protetora em modelo de carcinoma hepatocelular (Chen et al., 
2007). Nossos resultados demonstram que no melanoma B16F10-Nex2, 
modelo de baixa imunogenicidade, a terapia celular adotiva com DCs 
deficientes em IL-10 pulsadas com antígenos tumorais induz uma resposta 
imune protetora mais eficaz do que a resposta gerada com DCs selvagens, 
expressando essa citocina.  
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2. Clonagem da porção extracelular do receptor de IL-10 (IL-10RPe) 
2.1. Padronização do ensaio para obtenção de RNAm a partir 
de macrófagos ativados com LPS para clonagem do mini-gene da 
porção extracelular do receptor da IL-10 
Nossos resultados sugeriram que a ausência da IL-10 poderia 
retardar o desenvolvimento do melanoma murino B16F10-Nex2 in vivo, 
mesmo quando uma resposta TH1 não fosse ativamente induzida por uma 
vacinação específica e/ou tratamento. Desta forma, buscamos protocolos 
para a neutralização dessa interleucina in vivo. 
Modelos pré-clínicos de atenuação da função da IL-10 com anticorpos 
monoclonais anti-IL-10 (Jovasevic et al., 2004) ou anti-receptor de IL-10 
(IL-10R, Vicari et al., 2002), associada a um protocolo de vacinação, foram 
efetivos ao induzir respostas antitumorais com alguma porcentagem de 
inibição do crescimento do tumor. Porém, terapias que utilizam anticorpos 
monoclonais apresentam dificuldades na humanização do anticorpo, com o 
consequente alto custo do tratamento. Por isso, neste trabalho avaliamos 
uma estratégia de terapia gênica, utilizando um vetor plasmidial que 
codifica a porção extracelular solúvel da cadeia 1 do receptor de IL-10, 
porção que tem afinidade suficiente pra interagir com a IL-10 (Tan et al., 
1995) e competir com o receptor funcional na superfície celular, 
funcionando como um receptor “decoy”. 
Com o objetivo de determinarmos o melhor momento para a 
extração do RNA total para amplificação do cDNA do receptor de IL-10 ou 
parte dele, observamos a cinética de produção de IL-12, IL-10 e óxido 
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nítrico (NO) por macrófagos peritoneais ativados com LPS de 6 a 72 horas 
(Figura 11 A, B e C).  
A produção de IL-12 e NO detectada no sobrenadante de cultura de 
macrófagos foi tempo-dependente, atingindo seu máximo em 72h (Figura 
11 B e C). Foi também observado que macrófagos peritoneais não ativados 
apresentaram uma produção basal de IL-10 elevada, e a estimulação com 
LPS aumentou esses níveis atingindo um pico máximo após 6 horas. O nível 
basal foi recuperado após 24 horas e 36 horas após a estimulação os níveis 
de IL-10 encontraram-se abaixo do basal, permanecendo assim até 72 
horas.  
A produção de NO por macrófagos maturados a partir de precursores 
de medula óssea foi quantitativamente menor (Figura 11 D), no entanto, 
seguiu o mesmo padrão da produção de NO por macrófagos peritoneais. 
Como observado, a concentração de IL-10 no sobrenadante de 
cultura dos macrófagos diminui a níveis abaixo do basal 24 horas após a 
estimulação com LPS. Uma explicação possível para esse achado é que as 
altas concentrações de IL-10 observadas regulam positivamente a 
expressão do receptor da interleucina, podendo gerar um feedback negativo 
com diminuição dos níveis de IL-10, garantindo o desenvolvimento de uma 
resposta pró-inflamatória, observada pela produção de IL-12 e NO.  
Desta forma, estimando o tempo de produção máxima do IL-10R, e 
consequentemente de seu RNA mensageiro, foi escolhido o ponto de 30 
horas de estimulação com LPS para o isolamento do RNA total dos 
macrófagos para realização do RT-PCR e amplificação do cDNA referente à 
porção extracelular ou do cDNA completo do receptor de IL-10 murino. 
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Figura 11. Perfil de produção de IL-10, IL-12 e NO por macrófagos 
estimulados com LPS. Macrófagos recrutados na cavidade peritoneal (A, 
B e C) ou derivados de progenitores de medula óssea (D) foram 
estimulados in vitro por diversos tempos com 400 ng/ml de LPS. IL-10 (A) e 
IL-12 (B) foram quantificadas no sobrenadante de cultura por ELISA e o NO 
(C e D) por reação com reagente de Griess, como descrito em Materiais e 
Métodos. 
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2.2. Obtenção do cDNA e amplificação do gene do receptor da 
IL-10 murina  
RNA total de macrófagos derivados de medula óssea foi extraído 
como descrito em Materiais e Métodos e a integridade do RNA pode ser 
observada na Figura 12A. Os RNAs extraídos foram utilizados para 
obtenção de cDNA, e este foi submetido a reações de PCR com primers para 
o gene de -actina como controle e primers para amplificação do receptor 
completo (IL-10R) ou da porção extracelular do receptor de IL-10 (IL-10Pe) 
(Figura 12B). A ausência de contaminação do RNA extraído por DNA foi 
demonstrada na negatividade da reação de amplificação da -actina quando 
o cDNA foi preparado na ausência da enzima transcriptase reversa (Figura 
12B) 
Para determinar as melhores condições de amplificação do receptor 
de IL-10, foi utilizado um kit de padronização (PCR Optimizer kit – 
Invitrogen) que permite o uso de 16 diferentes tampões, que variam tanto 
na concentração de MgCl2 quanto no pH, além de sugerir a utilização 
facultativa de DMSO em diversas concentrações (10% - 0,1%).  
Em reações utilizando o par de primers IL-10R, para amplificação do 
gene completo do receptor da interleucina com cerca de 1700 pb, não foi 
possível observar nenhuma amplificação utilizando o kit descrito acima, na 
temperatura de anelamento de 50oC prevista como ideal para o par de 
primers utilizado (Figura 13A). Com o par de primers IL-10Pe, para 
amplificação da porção extracelular do receptor de IL-10 sem o peptídeo 
sinal com cerca de 450 pb, foi possível obter, com alguns tampões, um 
rastro de amplificações abrangendo um tamanho de 800 pares de bases 
(pb) até algumas centenas de pares de base (Figura 13B).  
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Para aumentar a especificidade da amplificação com os primers IL-
10Pe, eliminando o rastro e favorecendo o aparecimento de uma banda 
única, reações foram realizadas utilizando os mesmos primers e tampões, 
mas em temperaturas mais elevadas de anelamento, na presença de DMSO 
na concentração de 2% na temperatura mais elevada de 65oC (Figura 14). 
Porém, não foi amplificado nenhum produto específico nessas condições. 
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Figura 12. Extração de RNA e síntese de cDNA de macrófagos 
estimulados com LPS. Macrófagos maturados a partir de progenitores da 
medula óssea foram estimulados por 30 h com 400 ng/ml de LPS. (A) 
Integridade das subunidades 18S e 28S do RNAr de sete extrações (1-7) 
visualizada em gel de agarose 1%. (B) O cDNA de cada amostra foi 
sintetizado e uma PCR controle foi realizada para amplificação de -actina 
(900 pb).  P, padrão de peso molecular 1Kbp DNA Ladder. Crtl, PCR realizado 
com produto da síntese de cDNA sem transcriptase reversa, utilizando RNA da 
extração 7.  
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Figura 13. Tentativas de amplificação de cDNA referente ao  
receptor de IL-10 ou à sua porção extracelular. Eletroforese em gel de 
agarose 1% com produtos de PCR utilizando par de primers IL-10R (A) ou 
IL-10Pe (B). Cada amostra representa reação feita com um tampão 
diferente (representados por letras, como descritos em Materiais e Métodos) 
do kit PCR Optimizer, Invitrogen. Temperatura de anelamento: 50ºC. Pd, 
padrão de peso molecular, em (A) 1Kbp DNA Ladder e (B) 100pb DNA 
Ladder. 
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Figura 14. Tentativas de amplificação de cDNA referente a porção 
extracelular do receptor de IL-10, utilizando par de primers IL-10Pe. 
Eletroforese em gel de agarose 1% com produtos de PCR realizada com 
diferentes temperaturas de anelamento: 53 ºC (A), 59 ºC (B), 65 ºC (C) ou 
65 ºC com 2% de DMSO (D).  As letras representam os diferentes tampões 
utilizados, do kit PCR Optimizer. P, padrão de peso molecular, em (A), (C) 
e (D) 1Kbp DNA Ladder e (B) 100bp DNA Ladder. 
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Como não obtivemos êxito nas tentativas de amplificação realizadas 
até então, realizamos um ensaio para confirmação que o cDNA referente ao 
IL-10R estava presente nas amostras de macrófagos maturados a partir de 
precursores de medula óssea estimulados com LPS por 30 horas.  
Utilizamos um par de primers específicos (nomeado aqui IL-10RHo), 
anteriormente utilizado com sucesso para detecção do cDNA do receptor da 
IL-10 murina em trabalho publicado por Ho e colaboradores (1993). Em 
uma das condições de reação, em tampão de reação composto de 1,5mM 
de MgCl2 e pH 9,5 (Tampão I) e em temperatura de anelamento de 55ºC, 
foi amplificada uma banda única, intensa e de tamanho molecular esperado 
de 500pb (Figura 15).  
Para confirmar a identidade do fragmento amplificado, o inserto IL-
10RHo foi preparado para sequenciamento por clonagem em vetor pGEM-T® 
Easy. A sequência nucleotídica obtida apresentou 98% de identidade com a 
porção 3´ do gene do receptor de IL-10 murino, confirmando a presença de 
cópias referentes ao IL-10R nas amostras utilizadas (resultados não 
mostrados). 
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Figura 15. Amplificação de cDNA referente ao receptor da IL-10 
utilizando par de primers de detecção IL-10RHo. Eletroforese em gel 
de agarose 1% com produtos de PCR com diferentes tampões 
(representados pelas letras) do kit PCR Optimizer®, Invitrogen. Fragmento 
com tamanho molecular esperado de 500 pb (seta) em reação utilizando 
tampão I. Temperatura de anelamento: 55 ºC. P, padrão de peso molecular 
100bp DNA Ladder. 
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Com objetivo de aumentar a eficiência das amplificações utilizando os 
primers IL-10R ou IL-10Pe, foi realizado uma síntese de cDNA (RT-PCR) 
gene-específica utilizando o primer IL-10RHo antisense (oligonucleotídeo 
que anela em porção downstream 3´ ao gene de IL-10R) como iniciador da 
síntese pela transcriptase reversa ao invés de oligo-DT fornecido no kit 
utilizado (oligonucleotídeo que anela em cauda poli-A de todos RNAm).  
Utilizando-se esse cDNA gene-específico foi realizada uma reação de 
amplificação com diversas combinações de primers sense e antisense 
referentes à sequência do receptor da IL-10 murina (Figura 16). Apenas as 
combinações IL-10Pe sense e antisense (Figura 16, amostra 5) e IL-10R 
sense e IL-10Pe antisense (Figura 16, amostra 6) apresentaram 
fragmentos amplificados com tamanhos esperados, 450 pb e 550 pb 
respectivamente. 
O fragmento de 450 pb foi denominado IL-10Pe, sequência referente 
à codificação da cadeia polipeptídica da porção extracelular do IL-10R sem o 
peptídeo sinal. O fragmento de 550pb foi denominado IL-10RPe, e é 
referente à mesma porção, mas contendo o peptídeo sinal de 
endereçamento da síntese para o retículo endoplasmático rugoso. 
Os fragmentos obtidos foram eluídos do gel de agarose e 
posteriormente inseridos em plasmídeo de clonagem pGEM-T® Easy.  
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Figura 16. Tentativas de amplificação de cDNA referente a diferentes 
regiões do receptor de IL-10 utilizando como amostra produto de 
síntese de cDNA gene-específico. Eletroforese em gel de agarose 1% 
com produtos de PCR utilizando diversas combinações de primers: IL-10R 
sense e IL-10RHo antisense (1, produto esperado com 1800 pb), IL-10Pe 
sense e IL-10RHo antisense (2, produto esperado com 1700 pb), IL-10R 
sense e antisense (3, produto esperado com 1700 pb), IL-10Pe sense e IL-
10R antisense (4, produto esperado com 1600 pb), IL-10Pe sense e 
antisense (5 – fragmento IL-10Pe, produto esperado com 450 pb) e IL-
10R sense e IL-10Pe antisense (6 – fragmento IL-10RPe, produto 
esperado com 560 pb). Reações feitas com tampão D (kit PCR Opitimizer) e 
temperatura de anelamento de 68ºC. P, padrão de peso molecular 1Kbp 
DNA Ladder, representado em pb à esquerda. 
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2.3. Clonagem do inserto IL-10Pe em vetor de expressão 
procariótico, para obtenção da proteína recombinante 
Vários clones do plasmídeo recombinante pGEM-T/IL-10Pe foram 
analisados por digestão (Figura 17). Pode-se verificar que apenas as 
amostras 7 e 8 das restrições realizadas com as enzimas NotI e EcoRI 
liberaram o inserto com o tamanho esperado de 500pb, e essas amostras 
foram encaminhadas para seqüenciamento.  
Na análise do resultado, o alinhamento feito com o evento de maior 
similaridade apresentou 99% de identidade com a sequência da porção 
extracelular do receptor de IL-10 murino. Não foram detectadas ausências 
ou inserções de nucleotídeos, sendo observadas apenas duas trocas de 
pares de base (resultados não mostrados). 
Porém, em análise mais detalhada da seqüência (Figura 18), foi 
constatado que o inserto ligado ao plasmídeo estava na orientação 
invertida, criando um códon de terminação (TAA) no início da região 5’ da 
fita codante do inserto. Uma subclonagem desse inserto em um plasmídeo 
para expressão não era possível, visto que não existia nenhum sítio de 
restrição que poderia ser usado para sua retirada sem o códon de 
terminação. Uma reamplificação do fragmento com os primers IL-10Pe para 
posterior reclonagem também não poderia ser realizada, pois devido a 
amplificações sucessivas durante a clonagem, a terminação 5´ da fita 
molde do inserto continha uma seqüência referente ao primer IL-10Pe 
sense, o que poderia gerar um fragmento indesejado. 
Portanto, para reamplificar e reclonar o inserto na orientação correta 
foi desenhado o par de primers nomeados “Inserto 1”, que flanqueia o 
inserto sem o códon de terminação e contém os sítios BamHI e XhoI nas 
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extremidades do inserto a ser subclonado em vetores de expressão (Figura 
18). 
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Figura 17. Análise da clonagem do fragmento IL-10Pe em plasmídeo 
pGEM-T. Eletroforese em gel de agarose com produtos de digestão de 
vários clones de plasmídeos para liberação do inserto com enzimas NotI (A) 
e EcoRI (B). Amostras (1-10) de plasmídeos isolados de colônias 
diferentes. Amostras 7 e 8 apresentam liberação de inserto (seta) e 
plasmídeo (cabeça de seta) nos tamanhos moleculares esperados (500 e 
3000 pb, respectivamente). P, padrão de peso molecular 1Kbp DNA Ladder. 
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Figura 18. Disposição dos elementos encontrados no seqüenciamento 
do inserto IL-10Pe em relação ao gene do IL-10R. O primeiro diagrama 
(cDNA do gene IL-10R) mostra o gene IL-10R com seu códon de iniciação 
(ATG), a parte codificante da porção extracelular do receptor (IL-10Pe) em 
negro e os primers desenhados para amplificar esta porção em vermelho. O 
segundo diagrama (inserto) apresenta o plasmídeo pGEM-T Easy ligado ao 
inserto IL-10Pe, mostrando que o inserto foi inserido invertido, com as fitas 
sense e antisense referentes ao gene invertidas, além de apresentar um 
códon de terminação (TAA) inesperado formado na terminação 5´ da fita 
antisense. As setas indicam o sentido da transcrição da fita codante. Os 
tamanhos das duplas fitas não estão dispostas proporcionalmente, sendo que 
o cDNA do gene IL-10R possui cerca de 1700 pb e o inserto, 500 pb. 
 
 
Sentido de tradução em RNAm gerador da proteína 
5´ 
5´ 
5´ 
3´ 
3´ 
3´ 
ATG ATTTTT 
ATTTTT 
TAAAAA TTCTCTC 
AAGAGAG 
TTCTCTC 
ATTTTT 
CTCTCTT AAAAATTA 
Fita antisense IL10Pe 
cDNA 
do gene 
IL-10R 
INSERTO 
Primers IL-10Pe 
Códon de terminação  
5´ 3´ 
GAGAGAA TTTTTAAT 
Região de anelamento do par de primers “Inserto 1” 
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Utilizando o par de primers Inserto 1, a seqüência foi amplificada a 
partir do plasmídeo recombinante pGEM-T/IL-10Pe contendo a sequência 
invertida (amostras 7 e 8 da Figura 17), gerando um fragmento de tamanho 
esperado de 450 pb (Figura 19). Esse novo fragmento foi ligado a pGEM-T 
Easy. Quando submetidas à análise por restrição com NotI a quase 
totalidade das amostras apresentou o resultado esperado, com o 
aparecimento de dois fragmentos em gel de agarose, um correspondente ao 
plasmídeo e outro com tamanho molecular de 500 pb correspondente ao 
inserto (Figura 20).  
O plasmídeo foi sequenciado e contatou-se que o inserto estava de 
acordo com o esperado, agora na orientação correta (resultados não 
mostrados).  
Esse novo inserto, referente à cadeia polipeptídica extracelular do 
receptor de IL-10 sem o peptídeo sinal, foi subclonado em vetores de 
expressão procariótica pHis1 e pGEX4T1 para expressão e purificação da 
proteína recombinante, para caracterização das suas propriedades 
neutralizantes da IL-10, in vitro e in vivo. No entanto, apesar das inúmeras 
tentativas de expressão em diferentes cepas de E. coli, como BL21 pLysS, 
DH3 e Roseta, diferentes temperaturas e concentrações de IPTG para 
indução da expressão, não obtivemos sucesso na expressão da proteína 
recombinante em vetor procariótico, como verificado por análise 
eletroforética em gel de poliacrilamida e immunoblotting (resultados não 
mostrados). 
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Figura 19. Amplificação do fragmento flanqueado pelo par de 
primers “Inserto 1” a partir do plasmídeo recombinante contendo a 
sequência invertida. Eletroforese em gel de agarose 1% com produtos de 
PCR utilizando par de primers Inserto 1. Foi utilizado como template cerca 
de 100 ng do plasmídeo pGEM-T/IL-10Pe (Figura 17). Um fragmento de 450 
pb foi obtido (seta). Temperatura de anelamento 56ºC. P, padrão de peso 
molecular 1Kbp DNA Ladder. 
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Figura 20. Análise de clonagem do fragmento “Inserto 1” em 
plasmídeo pGEM-T. Eletroforese em gel de agarose com produtos de 
digestão de plasmídeos para liberação do inserto com enzima NotI. Cada 
amostra (1-10) representa reação realizada com plasmídeos isolados de 
colônias diferentes. Nove amostras apresentaram insertos (seta) e 
plasmídeos (cabeça de seta) nos tamanhos moleculares esperados (500 e 
3.000 pb, respectivamente). P, padrão de peso molecular 1Kbp DNA Ladder. 
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2.4. Clonagem do inserto IL-10RPe em vetor de expressão 
eucariótico, para tratamento de animais in vivo 
Para esse propósito, foi utilizado o fragmento IL-10RPe, que continha 
no início de sua sequência o peptídeo sinal de endereçamento da síntese 
para o retículo endoplasmático rugoso, assim promovendo tráfego e 
modificações pós-traducionais similares aos da proteína nativa (Emanuelson 
et al., 2007). 
O inserto IL-10RPe, de 560 pb, originado a partir do RNA extraído dos 
macrófagos estimulados com LPS (Figura 16, fragmento 6, com os primers 
IL-10R sense e IL-10Pe antisense) foi inicialmente clonado em plasmídeos 
pGEM-T® easy. 
Em análise de restrição enzimática (Figura 21), a maioria dos clones 
apresentou padrão de digestão esperado e o plasmídeo de clonagem 
contendo o inserto foi encaminhado para sequenciamento. O inserto 
apresentou 100% de identidade na sequência de nucleotídeos alinhada com 
o cDNA do receptor de IL-10 murino, não ocorrendo nenhuma falta ou 
inserção nucleotídica (resultados não mostrados). 
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Figura 21. Análise por restrição enzimática da clonagem do 
fragmento IL-10RPe em plasmídeo pGEM-T. Eletroforese em gel de 
agarose com produtos de digestão de plasmídeos com enzima NotI. Cada 
amostra (1-10) representa reação feita com plasmídeos isolados de 
colônias diferentes. Nove amostras apresentam liberação de inserto 
(seta) e plasmídeo nos tamanhos moleculares esperados (560 e 3.000 pb, 
respectivamente). P, padrão de peso molecular 1Kbp DNA Ladder. 
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Posteriormente, o fragmento IL-10RPe foi liberado do vetor pGEM-T 
easy por digestão e o plasmídeo pcDNA3 também foi digerido com a mesma 
endonuclease (NotI). Ambos foram purificados após separação 
eletroforética em gel de agarose, e o vetor foi defosforilado para evitar 
recircularização, sendo subsequentemente ligado ao inserto, transformado 
em bactéria competente e amplificado clonalmente para análise da 
eficiência da ligação.  
Em análise por restrição com enzima NotI, quatro de dez clones 
(amostras 1, 2, 3 e 6) apresentaram liberação do inserto, porém só em dois 
deles (amostras 1 e 2) o plasmídeo estava com tamanho correto quando 
comparado ao plasmídeo vazio (amostra 11) (Figura 22A).  
Como esta subclonagem foi realizada a partir de um fragmento 
digerido em suas duas extremidades com a mesma endonuclease, foi 
necessária a análise da orientação da ligação do inserto no vetor.  Na 
restrição com a enzima PstI, pudemos verificar que só um dos clones 
(amostra 1) apresentou o cDNA da parte extracelular do IL-10R em 
orientação correta (Figura 22B), necessário para que ocorra a expressão 
através do promotor contido no vetor plasmidial. 
O clone (1) foi quantificado e enviado para sequenciamento. Não foi 
observada nenhuma perda, inserção ou substituição de nucleotídeos na fase 
aberta de leitura da porção codificante da IL-10RPe (resultados não 
mostrados). 
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Figura 22. Análise por restrição enzimática da clonagem do 
fragmento IL-10RPe em plasmídeo pcDNA3. Eletroforese em gel de 
agarose com produtos de digestão dos clones com enzima NotI (A) ou PstI 
(B). (A) As amostras (1-10) representam reações realizadas com 
plasmídeos isolados de colônias diferentes. Duas amostras (1 e 2) 
apresentaram liberação de inserto (seta) e plasmídeo (cabeça de seta) nos 
tamanhos moleculares esperados (560 e 5400 pb, respectivamente). 
Amostra 11, reação feita com plasmídeo vazio. (B) Apenas a amostra 1 
apresentou padrão de fragmentação de acordo com o previsto para um 
inserto inserido no plasmídeo em orientação correta (500, 1.500 e 4.000 
pb, cabeças de seta).  P, padrão de peso molecular 1Kbp DNA Ladder. 
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3. Expressão da proteína recombinante IL-10RPe pelo vetor 
eucariótico pcDNA3. 
Com o plasmídeo pcDNA3-IL10RPe sequenciado e purificado em 
gradiente de cloreto de césio como descrito em Materiais e Métodos, foram 
realizados experimentos para avaliar a expressão da proteína recombinante 
através de transfecção de células de mamífero in vitro.  
Células B16F10-Nex2 foram transfectadas com pcDNA3-IL10RPe ou 
com o plasmídeo controle pcDNA3 como descrito em Materiais e Métodos. 
Essas células foram escolhidas para o ensaio porque determinamos 
anteriormente que elas não secretam IL-10, tampouco utilizam essa 
citocina como fator de crescimento (resultados não mostrados). Após 48 
horas de transfecção, as células foram avaliadas quanto à transcrição do 
inserto contido no plasmídeo por meio de RT-PCR (Figura 23), verificou-se 
a tradução intracelular da proteína recombinante por FACS (Figura 24) e 
se a mesma era secretada para o sobrenadante celular (Figura 25).  
Utilizando o par de primers IL-10R sense e IL-10Pe antisense, os 
mesmos utilizados para a clonagem da porção extracelular do receptor de 
IL-10, observamos amplificação do cDNA referente a esse mini-gene em 
células transfectadas com o plasmídeo pcDNA3-IL-10RPe e ausência de 
amplificação em células transfectadas com o plasmídeo pcDNA3 vazio 
controle (Figura 23). Esses dados revelam que o RNA mensageiro 
referente ao segmento IL-10RPe foi eficientemente transcrito em células 
eucarióticas. 
A marcação intracelular com anticorpo monoclonal específico para o 
receptor de IL-10 murino demonstrou que as células transfectadas com o 
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vetor recombinante expressaram de forma eficiente a proteína IL-10RPe 
(Figura 24). 
O mini-gene IL10-RPe clonado contém o peptídeo sinal da própria 
proteína, que direcionará o mesmo para o retículo endoplasmático. No 
entanto, o fragmento não contém a porção codificante da região hidrofóbica 
transmembrânica da proteína completa (receptor de IL-10), sugerindo que 
a proteína recombinante ao ser expressa intracelularmente seja 
transportada no interior de cisternas e vesículas, sem que haja o seu 
ancoramento em membranas. Nessas condições, quando enviada à 
membrana plasmática, essa proteína pode ser secretada para o exterior 
celular, ficando livre no microambiente. 
Para verificar se a proteína recombinante IL-10RPe seria produzida na 
forma solúvel e secretada para o exterior celular, sobrenadante de cultura 
de células B16F10-Nex2 transfectadas com o plasmídeo pcDNA3-IL10RPe 
(ou com o plasmídeo pcDNA3 vazio, controle) foi imunoprecipitado com 
anticorpo monoclonal anti-IL-10R murino (BD Biosciences), como descrito 
em Materiais e Métodos. Na amostra referente ao sobrenadante da célula 
transfectada com o plasmídeo recombinante foi observado um grupo de três 
bandas que migraram entre 30 e 45 kDa (Figura 25). O peso molecular 
esperado segundo a sequência de aminoácidos era de 22 kDa. 
Resultados similares aos apresentados na Figura 25 foram obtidos na 
avaliação da porção extracelular do receptor da IL-10 humana. O fragmento 
da proteína humana possui 5 potenciais sítios de N-glicosilação e após N-
deglicosilação da amostra, a proteína recombinante migrou no peso 
molecular previsto, provando que a adição de açúcares na cadeia 
polipeptídica durante a rota de síntese era responsável pelo aparecimento 
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de 3 espécies reativas com anticorpo específico, com pesos diferentes (Tan 
et al., 1995). 
Nossos resultados sugerem então que houve expressão da proteína 
recombinante e que possivelmente tenham ocorrido diferentes glicosilações 
do fragmento durante a expressão, como observado para o fragmento 
humano, gerando 3 espécies reativas com o anticorpo anti-IL-10R murino, 
com pesos moleculares entre 30 e 45 kDa. Utilizando o programa de 
predição de sítios de glicosilação em proteínas do Center for Biological 
Sequence Analysis (CBA, disponível no site 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc), a sequência do receptor de IL-
10 murino contém 5 sítios putativos de glicosilação, 4 deles contidos na 
região clonada da porção extracelular do receptor, assinalados na sequência 
a seguir: 
1   mlsrllpflv tisslslefi aygtelpsps yvwfearffq hilhwkpipn qsestyyeva 
61  lkqygnstwn dihicrkaqa lscdlttftl dlyhrsygyr arvravdnsq ysnwtttetr 
121 ftvdeviltv dsvtlkamdg iiygtihppr ptitpagdey eqvfkdlrvy kisirkfsel 
181 knatkrvkqe tftltvpigv rkfcvkvlpr lesrinkaew seeqcllitt eqyftvtnls 
241 ilvismllfc gilvclvlqw yirhpgklpt vlvfkkphdf fpanplcpet pdaihivdle 
301 vfpkvslelr dsvlhgstds gfgsgkpslq teesqfllpg shpqiqgtlg keespglqat 
361 cgdntdsgic lqepglhssm gpawkqqlgy thqdqddsdv nlvqnspgqp kytqdasalg 
421 hvcllepkap eekdqvmvtf qgyqkqtrwk aeaagpaecl deeipltdaf dpelgvhlqd 
481 dlawpppala agylkqesqg masappgtps rqwnqlteew sllgvvsced lsieswrfah 
541 kldpldcgaa pgglldslgs nlvtlpliss lqvee 
 
Concluímos, então, que a transfecção com pcDNA3-IL10RPe 
possibilitou a produção do RNAm, expressão intracelular e secreção da 
proteína recombinante por células eucarióticas. 
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Figura 23. Detecção do RNAm referente à porção extracelular do 
receptor da IL-10 por células B16F10-Nex2 transfectadas com o 
plasmídeo pcDNA3 - IL10RPe. Células B16F10-Nex2 foram 
transfectadas com o plasmídeos pcDNA3 – IL10RPe (canaletas 2 e 4) ou 
com o plasmídeo controle pcDNA3 (canaletas 1 e 3). (1 e 2) RT-PCR 
realizada com os primers IL-10R sense e IL-10Pe antisense. (3 e 4) RT-
PCR realizada com primers para amplificar cDNA da -actina. Nas reações 
2, 3 e 4 foram amplificados fragmentos de DNA com tamanho molecular 
esperado, 560 pb (2) e 900 pb (3 e 4). P, padrão de peso molecular 1Kbp 
DNA Ladder. 
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Figura 24. Expressão intracelular da porção extracelular do receptor 
de IL-10 em células B16F10-Nex2 transfectadas com pcDNA3 – 
IL10RPe. As células foram transfectadas com plasmídeo controle pcDNA3 
(histograma preenchido) ou com pcDNA3-IL10RPe (histograma vazado) e 
após 48 horas marcadas intracelularmente com anticorpo monoclonal anti-
IL-10R conjugado à ficoeritrina (PE). As amostras foram analisadas em 
citômetro de fluxo e com software CellQuest® Pro. 
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Figura 25. Detecção da proteína IL-10RPe recombinante solúvel. 
Sobrenadantes de cultura de células B16F10-Nex2 transfectadas com o 
plasmídeo pcDNA3-IL10RPe (Tr) ou pcDNA3 controle (Ct) foram submetidos 
à imunoprecipitação e revelação com immunoblotting utilizando anticorpo 
monoclonal anti-IL-10R murino (BD Biosciences®). As setas indicam as três 
espécies reativas com o anticorpo, com peso molecular entre 30 e 45 kDa.  
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4. Terapia Gênica in vivo com plasmídeo pcDNA3-IL10RPe 
 
Após verificação da funcionalidade do vetor recombinante in vitro, 
realizamos protocolos terapêuticos em camundongos C57BL/6 inoculados 
subcutaneamente com células de melanoma murino B16F10-Nex2.  
Em um primeiro protocolo, animais foram desafiados com 104 células 
B16F10-Nex2 subcutaneamente no flanco direito no dia 0 e nos dias 1, 8 e 
15 receberam 100 g de plasmídeo ou somente PBS, subcutaneamente na 
base da cauda. Simultaneamente, animais IL-10KO foram desafiados nas 
mesmas condições para comparação (Figura 26). 
A sobrevida dos animais IL-10KO mais uma vez se mostrou maior 
que dos C57Bl/6 selvagens, com um animal (de 14 no grupo) 
permanecendo livre de tumor até 60 dias após a inoculação tumoral. O 
tratamento com o plasmídeo pcDNA3-IL10RPe resultou em aumento 
significativo da sobrevida dos animais C57Bl/6. Interessante observar que 
os grupos de animais IL10KO e C57Bl/6 tratados com o plasmídeo pcDNA3-
IL10RPe apresentaram curvas de sobrevidas semelhantes (Figura 26A).  
Quando o aparecimento do tumor em animais C57Bl/6 é analisado, 
verificou-se que o tratamento com o plasmídeo pcDNA3-IL10RPe retardou 
significativamente o início do desenvolvimento tumoral quando comparado 
ao tratamento com o plasmídeo pcDNA3 controle. Enquanto todos os 
animais tratados com pcDNA3 apresentavam crescimento tumoral 18 dias 
após a inoculação das células B16F10-Nex2, nódulos subcutâneos foram 
detectados em apenas 40% dos animais tratados com o plasmídeo pcDNA3-
IL10RPe (Figura 26B). 
Assim como observado anteriormente no prolongamento da sobrevida 
do grupo IL-10KO (Figura 7), o efeito protetor observado após a 
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neutralização da IL-10 pela terapia gênica em animais C57Bl/6 foi 
comprovadamente dependente de IFN- , pois a inibição dessa citocina por 
tratamento in vivo com anticorpo monoclonal neutralizante reverteu quase 
completamente o efeito protetor (Figura 27).  
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Figura 26. Terapia gênica com o plasmídeo pcDNA3-IL10RPe em 
animais C57BL/6 desafiados com células B16F10-Nex2. Os animais 
foram desafiados subcutaneamente no dia 0 com 104 células B16F10-Nex2 e 
tratados subcutaneamente na base da cauda nos dias 1, 8 e 15 com 100 g de 
plasmídeo pcDNA3-IL10RPe, pcDNA3 controle ou com PBS. (A) Gráfico de 
sobrevida, incluindo animais IL-10KO não tratados. (B) Porcentagem de 
animais livres de tumor dos grupos tratados com os plasmídeos. Treze animais 
no grupo pcDNA3, dezesseis no grupo pcDNA3-IL10RPe, onze no grupo PBS e 
quatorze no grupo IL-10KO. (A) p<0,002 entre o grupo tratado com o 
plasmídeo pcDNA3–IL10RPe e os grupos pcDNA3 e PBS e (B) p<0,001. 
Resultado representativo de dois experimentos independentes. 
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Figura 27. Sobrevida de animais C57Bl/6 selvagens desafiados com 
células B16F10-Nex2 e que foram submetidos à terapia gênica com 
o plasmídeo pcDNA3-IL10RPe e tratamento para neutralização de 
IFN- . Os animais foram desafiados s.c. com 104 células B16F10-Nex2 e 
tratados nos dias 1, 8 e 15 com 100 g de plasmídeo pcDNA3-IL10RPe. 
Um grupo recebeu intraperitonealmente 250 g de anticorpo anti-IFN-  no 
dia -1 e 125 g nos dias 1, 3, 5, 7, 9, 11 e 13. O grupo controle recebeu 
injeções de PBS nos mesmos dias. Cinco animais por grupo. p<0,01. 
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Esses resultados demonstram que a terapia sistêmica com um vetor 
que codifica um receptor decoy para a IL-10 leva a uma maior eficiência de 
uma resposta antitumoral naturalmente induzida no modelo de baixa 
imunogenicidade do melanoma murino B16F10-Nex2. Animais C57Bl/6 
tratados com o plasmídeo neutralizante da IL-10 apresentaram taxas de 
sobrevivência semelhantes àquelas obtidas com a deficiência genética de 
IL-10, e em ambas as linhagens de camundongos a proteção gerada pela 
ausência de IL-10 contra o melanoma murino B16F10-Nex2 foi dependente 
de IFN- .  
Em contraste com o trabalho de Kontani e colaboradores (2006) que 
utilizaram um modelo de tumor modificado expressando a proteína 
altamente imunogênica Ovalbumina e uma abordagem semelhante para 
neutralizar a citocina supressora TGF- , nosso trabalho mostrou que é 
possível obter respostas antitumorais eficazes em um modelo pouco 
imunogênico, sem modificação das células tumorais ou vacinação com 
antígenos do tumor, sugerindo que terapias de neutralização de citocinas 
supressoras, como TGF-  e IL-10, podem ser aplicadas com sucesso no 
tratamento antitumoral de humanos. 
Projetando um potencial uso clínico-terapêutico, um grupo de 
pesquisadores construiu e avaliou um vetor plasmidial que expressou uma 
proteína quimérica contendo o domínio extracelular do receptor humano da 
IL-10 em fusão com IgG1, obtendo resultados satisfatórios de neutralização 
in vitro da IL-10 (Terai et al., 2009).  
Recentemente, Brignole e colaboradores (2009) mostraram que a 
utilização de anticorpos contra o receptor da IL-10 juntamente com 
oligonucleotídeos contendo sequências CpG encapsulados em lipossomas 
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dirigidos às células de neuroblastoma via disialogangliosídeo GD2 aumentou 
a resposta protetora contra modelo murino de neuroblastoma, 
comparativamente à utilização do lipossoma sozinho. Porém, nesse trabalho 
não foi utilizado tratamento somente com os anticorpos anti-IL10R, não 
revelando uma possível proteção pela neutralização da ação da IL-10 por si 
só. 
Em contraste com outros sistemas, como em infecções bacterianas 
(Arai et al., 1995), infecções virais (Tanner et al., 1997), infecções 
parasitárias (Belkaid et al., 2001), autoimunidade (Ishida et al., 1994) ou 
pleurite inflamatória (Fröde et al., 2001), a utilização terapêutica in vivo 
com anticorpos monoclonais neutralizantes de IL-10 contra o câncer ainda 
não foi muito explorada. 
Ainda, deve-se ressaltar que o resultado aqui obtido foi através de 
uma terapia pós-implantação de células tumorais, não restrita ao 
microambiente tumoral e sem nenhum tipo de vacinação ou uso de 
adjuvante, ao contrário de protocolo de neutralização in vivo de IL-10 com 
anticorpos monoclonais juntamente com droga quimioterápica Melphalan 
(Jovasevic et al. 2004).  
A neutralização da IL-10, através da terapia gênica desenvolvida, foi 
capaz per se de acentuar os mecanismos imunes antitumorais naturais 
contra o melanoma murino B16F10-Nex2 (como aumento de expressão de 
citocinas Th1, processamento/apresentação de antígenos e respostas 
celulares citotóxicas), levando a um aumento da sobrevida dos animais 
nesse modelo de baixa imunogenicidade. 
Terapias com IL-12 vem sendo utilizadas e mostram resultados 
promissores no tratamento de modelos experimentais de tumores. IFN-γ e 
Resultados e Discussão  
 
- 113 - 
 
muitas outras citocinas pró-inflamatórias secundárias induzidas por IL-12 
apresentam um efeito tóxico direto sobre as células tumorais e podem 
funcionar como elementos antiangiogênicos (Colombo e Trinchieri, 2002; 
Trinchieri, 2003). Utilizando pré-tratamento com IL-12 respostas 
aumentadas foram obtidas com uso de imunoterapia com baixas doses de 
IFN-  (Lesinski et al., 2004). Metodologia de gene gun com plasmídeo 
codificando IL-12 resultou em regressão completa do tumor, quando este 
era imunogênico como Renca carcinoma ou MethA sarcoma, ou ainda 
retardo significativo no crescimento de tumores de baixa imunogenicidade, 
como o melanoma murino B16 e o mastocitoma P815 (Rakhmilevich et al., 
1996).  
Uma das alternativas para maximizar respostas geradas pela 
utilização de um único fator terapêutico é a associação do fator protetor 
com IL-12. Diversos protocolos de associação já foram testados (Melero et 
al., 2001), como a associação com quimioterapia (Mitrus et al., 2006) e a 
associação com terapias gênicas com outras citocinas (Chang et al., 2007; 
Nastala et al., 1994).
Como a neutralização da IL-10 in vivo gerou uma resposta protetora 
significativa, porém parcial, em nosso sistema, foi realizada uma terapia 
gênica com IL-12 concomitante à terapia gênica para neutralização de IL-
10. Animais foram tratados com o plasmídeo pcDNA3-IL10RPe e também 
com um plasmídeo de expressão eucariótica contendo o gene da 
interleucina 12 murina (pIL-12), descrito em Materiais e Métodos (Figura 
28). Animais foram imunizados também com os plasmídeos vazios pcDNA3 
e pCMV, controles para os plasmídeos pcDNA3-IL10RPe e pIL-12, 
respectivamente. Animais recebendo tratamento único (somente IL-12 ou 
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somente neutralização da IL-10) receberam juntamente ao plasmídeo 
terapêutico uma dose do outro plasmídeo controle utilizado no experimento 
(pcDNA3 e pCMV, respectivamente). Essas combinações foram utilizadas 
para analisarmos o possível papel estimulatório dos plasmídeos utilizados. 
Observou-se que os animais tratados somente com os plasmídeos 
controle (vazios) não apresentaram resposta protetora anti-melanoma 
(Figura 28, grupo pcDNA3+ pCMV). Tanto a presença de IL-12 como a 
neutralização da IL-10, ambas isoladamente, geraram respostas protetoras 
semelhantes ao desenvolvimento tumoral, com cerca de 50 a 60% dos 
animais ficando livres de tumor até o 50º dia pós-desafio (Figura 28, 
grupos pcDNA3-IL10RPe + pCMV e pIL-12 + pcDNA3).  
A co-administração dos plasmídeos produtores de IL-12 e do receptor 
solúvel neutralizante para a IL-10 induziu uma resposta protetora mais 
eficiente, e observou-se um maior número de animais protegidos do que em 
cada terapia isoladamente. Cerca de 80% dos animais tratados não 
desenvolveram tumor até o 50º dia pós-desafio (Figura 28, grupo pIL-12+ 
pcDNA3-IL10RPe). 
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Figura 28. Terapia gênica com o plasmídeo pcDNA3-IL10RPe e/ou 
pIL-12 em animais C57BL/6 desafiados com células B16F10-Nex2.  
Os animais foram desafiados subcutaneamente no dia 0 com 104 células 
B16F10-Nex2 e tratados subcutaneamente na base da cauda com 3 doses 
de 100 g do plasmídeo pcDNA3-IL10RPe ou seu controle (pcDNA3), ou com 
1 dose de 100 g do pIL-12 ou seu controle (pCMV), como descrito em 
Materiais e Métodos. Cinco animais por grupo e quatro no grupo pcDNA3-
IL10RPe + pIL-12. p<0,01 entre grupo pcDNA3-IL10RPe + pIL12 e 
plasmídeos controles.  
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Demonstramos que além da proteção obtida com o plasmídeo 
expressando IL-10RPe, uma terapia gênica adjuvante com o gene da IL-12, 
uma citocina já utilizado em ensaios clínicos (Mahvi et al., 2007), foi capaz 
de gerar robusta proteção contra o desenvolvimento do tumor subcutaneo. 
Propomos então, que a neutralização de componentes 
imunossupressores será uma importante ferramenta a ser explorada em 
abordagens terapêuticas contra o câncer, potencializando imunoterapias 
que utilizam agentes imunoestimulantes que já apresentaram resultados 
promissores, como IL-2, IL-4, IL-12, IL-24, IFN- , IFN- , IFN- , GM-CSF e 
TNF-  (Revisado em Chada et al., 2003).
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5. Papel das células dendríticas na neutralização sistêmica da IL-10 
com o plasmídeo pcDNA3-IL10RPe
Nossos resultados demonstraram que a ausência de IL-10 foi capaz 
de aumentar a proteção contra o estabelecimento e desenvolvimento do 
melanoma murino B16F10-Nex2. Esse efeito foi observado em diversas 
situações: 1. Animais naturalmente deficientes em IL-10; 2. Animais que 
receberam terapia com células dendríticas IL-10KO; e 3. Animais que 
receberam terapia gênica para neutralização sistêmica de IL-10. 
Resultados anteriormente obtidos em nosso laboratório determinaram 
que as células B16F10-Nex2 não secretam a IL-10 quando cultivadas in 
vitro, e também não utilizam essa interleucina como um fator autócrino de 
crescimento (resultados não mostrados). Esses resultados sugerem que a 
IL-10 produzida pelo desenvolvimento do melanoma murino B16F10-Nex2 
seja produzida por células da resposta imune ativadas pelo crescimento 
tumoral, e que essas células não utilizam a IL-10 como um mecanismo de 
escape à resposta imune anti-tumoral. 
Com o objetivo de verificar o papel das células dendríticas no 
protocolo de terapia gênica sistêmica com o plasmídeo pcDNA3-IL10RPe, 
células dendríticas de animais C57Bl/6 selvagens foram maturadas a partir 
de progenitores de medula óssea e transfectadas in vitro com o plasmídeo. 
Em seguida, essas células foram adotivamente transferidas para animais 
C57Bl/6, em 2 doses antes da implantação subcutânea de células de 
melanoma. 
Após o desafio dos animais submetidos a este protocolo, foi possível 
observar claramente que as DCs transfectadas anteriormente com o 
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plasmídeo para expressão da porção extracelular do IL-10R, e não com o 
plasmídeo controle, foram capazes de aumentar significativamente a 
sobrevida dos animais (Figura 29), funcionando eficientemente no controle 
do crescimento tumoral, da mesma forma como observado com a vacina 
celular baseada na utilização de DCs IL-10KO. Este resultado sugere que na 
terapia gênica sistêmica com o plasmídeo pcDNA3-IL10RPe células 
dendríticas captam o plasmídeo, expressam a proteína recombinante, e a 
neutralização da IL-10 in vivo nas DCs pode induzir uma resposta protetora 
antitumoral mais eficaz.  
Já foi demonstrado que a porção solúvel do IL-10R, expressa através 
de DCs transfectadas com plasmídeos, é capaz de neutralizar a ação da IL-
10 no microambiente (Svane et al., 2006), gerando efeitos similares aos 
encontrados com DCs IL-10KO, as quais expressam mais moléculas de 
ativação celular e são mais potentes na ativação de resposta antitumoral 
efetora (McBride et al., 2002; He et al., 2005; Chen et al., 2007).  
Experimentos preliminares foram realizados, onde camundongos 
geneticamente deficientes em IFN- , ou alternativamente em linfócitos T 
CD4+ ou CD8+ foram imunizados com o plasmídeo pcDNA3-IL10RPe e 
desafiados com células B16F10-Nex2. Infelizmente, devido ao pequeno 
número disponível de animais, os resultados não foram conclusivos, e não 
pudemos ainda determinar o papel desses efetores da resposta imune anti-
tumoral em nosso protocolo terapêutico. 
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Figura 29. Transferência adotiva de células dendríticas 
transfectadas com pcDNA3 ou pcDNA3-IL10RPe em animais 
C57BL/6 desafiados com células B16F10-Nex2. Células dendríticas 
(DC) derivadas de medula óssea de animais C57BL/6 foram transfectadas in 
vitro com plasmídeo pcDNA3-IL10RPe ou seu controle pcDNA3. 
Posteriormente as células selecionadas foram adotivamente transferidas nos 
dias -4 e +3, na presença de antígenos tumorais (lisado de células B16F10-
Nex2). No dia 0 (zero), os animais foram desafiados com 5x104 células 
B16F10-Nex2. Os tratamentos e o desafio foram feitos subcutaneamente na 
mesma região do flanco direito dos animais. Cinco animais por grupo. 
p<0,025.  
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Durante a execução deste trabalho, em 2007, foi publicado um 
trabalho que explorou a capacidade terapêutica de células dendríticas IL-
10KO em vacinação para obtenção de resposta protetora contra um modelo 
de hepatocarcinoma murino (Chen et al., 2007), utilizando experimentos de 
transferência adotiva de DCs IL-10KO pulsadas com antígenos tumorais. 
Como foi demonstrado o potencial das DCs como geradoras de respostas 
antitumorais protetoras na ausência de IL-10 nestas células, o grupo 
depositou uma patente, na qual foi abordada a utilização de DCs 
modificadas geneticamente para suprimir ou atenuar a expressão gênica ou 
ação biológica de qualquer citocina imunossupressora, incluindo a IL-10 
(Huang et al., 2006, Patente USPTO).  
Recentemente, foi comprovado que o silenciamento da IL-10 em DCs 
humanas, através da oligonucleotídeos antisense, aumenta a eficiência 
dessas células na geração de resposta de linfócitos citotóxicos específicos in 
vitro (Chhabra et al., 2008), sugerindo que a supressão da produção de IL-
10 é eficaz para estimular respostas efetoras durante uma vacinação com 
células dendríticas também em humanos.  
Demonstramos que a terapia sistêmica com um plasmídeo contendo 
o mini-gene da porção extracelular do receptor da IL-10 murina aumentou a 
eficiência de uma resposta imune protetora natural desenvolvida contra 
células de melanoma murino B16F10-Nex2, que apresentam baixa 
imunogenicidade in vivo. A associação com IL-12 aumentou ainda mais a 
indução de uma resposta protetora nesse modelo. Embora o mecanismo de 
ação da neutralização sistêmica da IL-10 nas condições utilizadas ainda não 
tenha sido completamente elucidado, nossos resultados sugerem a 
participação de células dendríticas na captação do plasmídeo recombinante 
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e expressão do mini-gene, levando a uma neutralização da citocina nessas 
células e amplificando a resposta protetora dependente de IFN- . 
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Conclusões 
Neste trabalho foi possível demonstrar a ação imunorreguladora 
deletéria da IL-10 sobre o sistema imune durante uma resposta antitumoral 
natural no modelo B16F10-Nex2 e também desenvolver uma terapia gênica 
eficaz para a neutralização sistêmica de IL-10.  
Camundongos C57Bl/6 naturalmente resistentes ao desenvolvimento 
do melanoma murino B16F10-Nex2 produziram citocinas do tipo 1 (IFN-γ) 
que regulam essa resposta protetora, enquanto animais susceptíveis 
apresentam citocinas do tipo 2 (IL-10 e IL-6) durante o desenvolvimento 
tumoral, sugerindo que essas citocinas regulem negativamente a resposta 
protetora natural desse sistema, sem a adição de vacinas ou adjuvantes da 
resposta imune. 
Camundongos geneticamente deficientes na expressão da IL-10 
foram mais resistentes ao desenvolvimento do melanoma murino B16F10-
Nex2. Como observado nos animais C57Bl/6, animais IL-10KO resistentes 
ao tumor apresentavam uma resposta imune do tipo 1, e a proteção foi 
dependente de IFN-γ. As células dendríticas dos animais IL-10KO quando 
estimuladas por antígenos do melanoma murino B16F10-Nex2 in vitro 
apresentaram um fenótipo mais ativado, tanto na expressão de marcadores 
de superfície como na produção de citocinas pró-inflamatórias, podendo 
estar envolvidas na indução de uma resposta protetora mais eficiente 
nesses animais. 
Como a IL-10 no melanoma murino B16F10-Nex2 mostrou-se 
importante na regulação negativa da resposta imune protetora, um vetor 
plasmidial contendo a porção extracelular do receptor da IL-10 murina foi 
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construído, visando à expressão in vivo de um receptor decoy capaz de 
neutralizar essa interleucina. 
A neutralização sistêmica da IL-10 em animais C57Bl/6 por terapia 
gênica com o plasmídeo construído mimetizou a proteção observada em 
animais IL-10KO e foi potencializada por terapia gênica adjuvante com IL-
12. 
Verificamos também que a transferência adotiva de células 
dendríticas de animais C57Bl/6 transfectadas in vitro com o plasmídeo 
neutralizante da IL-10 induziu uma resposta protetora antitumoral contra o 
melanoma murino B16F10-Nex2, sugerindo que essas células estejam 
também envolvidas na resposta imune protetora induzida pelo tratamento 
com o plasmídeo in vivo. 
Foi possível concluir que embora o melanoma murino B16F10-Nex2 
apresente baixa imunogenicidade, uma resposta protetora natural com 
padrão TH1 de citocinas é desenvolvida contra ele em alguns indivíduos, e 
que a terapia gênica para a neutralização da IL-10 sistêmica desenvolvida 
neste trabalho foi capaz de potencializar essa resposta natural antitumoral, 
caracterizando-se como uma nova alternativa terapêutica ao melanoma 
murino B16F10, a ser avaliada em outros tumores.  
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